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Резюме
По данным ежегодных докладов UNAIDS, c 1983 г. ко-

личество ВИЧ-инфицированных пациентов неуклонно 
растет. Антиретровирусная терапия (АРВТ) позволяет 
увеличить продолжительность жизни, но проблемы ка-
чества жизни и долгосрочной выживаемости не решены. 
Одной из основных причин летальности у пациентов с 
ВИЧ в эру АРВТ являются онкологические заболевания, 
среди которых значительную часть составляют злока-
чественные лимфомы. Лечение лимфом включает этап-
ную противоопухолевую химиотерапию (ПХТ) с потен-
циалом полного излечения пациента. Высокодоз ная ПХТ с 
аутологичной трансплантацией гемопоэтических ство-
ловых клеток (ТГСК) – основное средство лечения реци-
дивов и рефрактерных форм агрессивных злокачествен-
ных лимфом. В последние годы с появлением технологии 
редактирования генома аутологичная ТГСК становится 
также одним из самых перспективных методов лечения 
ВИЧ-инфекции. История излечения от ВИЧ «Берлинского 
пациента» благодаря аллогенной ТГСК от донора с му-
тацией гена CCR5 продемонстрировала эффективность 
подхода генной терапии на основе трансплантации. 

Высокодозная химиотерапия с трансплантацией  
аутологичных, подвергнутых редактированию (инак-
тивации гена CCR5, с помощью генно-инженерных ну-
клеаз), гемопоэтических стволовых клеток потенци-
ально представляет собой способ комплексного лечения 
этих пациентов. С одной стороны, высокодозная ПХТ 
с ауто-ТГСК обеспечивает излечение от злокачествен-
ной опухоли, с другой стороны, она является способом 
доставки отредактированных клеток и создания усло-
вий для реализации лечебного эффекта против ВИЧ. 

Abstract
Based on the annual UNAIDS reports the number of HIV-

infected patients is continually growing since 1983. Antiret-
roviral Therapy (ART) allows to prolong life expectancy, but 
the problem of life quality and overall survival is still remain-
ing. Nowadays, in the era of ART, one of the main cause of 
mortality in HIV-infected patients is malignancies. Lympho-
mas play one of the key roles in this group of diseases. The 
treatment of lymphomas includes combined regiments of 
chemotherapy with a curative potential. High dose chemo-
therapy with autologous hematopoietic stem cell transplant 
(auto-HSCT) is the main path of the treatment for relapsed 
/ refractory lymphomas. In the last few years with a develop-
ment of the genome editing technology auto-HSCT is becom-
ing one of the most promising methods of HIV treatment. The 
case of “Berlin patient” when allogeneic HSCT from donor 
with mutation CCR5-delta32 lead to cure from HIV and proof 
of concept the efficacy of the gene therapy for HIV based on 
HSCT. Hematopoietic stem cell transplantation with edited 
autologous HSC (CCR5 knockout by site-specific genome 
editing tools with engineering nucleases) is a comprehensive 
treatment for this cohort of patients. On one hand, high dose 
chemotherapy with auto-HSCT cures the malignancy; on the 
other hand auto-HSCT works as a delivery method for the 
edited cells and creates an environment for the HIV eradica-
tion. This review is dedicated to HIV and oncology, methods 
of treatment of hematological malignancies and HIV-infec-
tion using genome editing technology based on HSCT.
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Данный обзор посвящён методам лечения опухо-
лей кроветворной и лимфатической ткани и ВИЧ-
инфекции с использованием редактирования генома на 
основе трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток.
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Введение

В связи с внедрением АРВТ увеличилась про-
должительность жизни пациентов с ВИЧ, и во-
просы онкологической помощи становятся все 
более актуальными. В условиях современной 
АРВТ и сопроводительной терапии ПХТ, ауто-
ТГСК и алло-ТГСК являются безопасными мето-
дами лечения, несущими куративный потенциал. 
С учетом продолжающегося увеличения коли-
чества людей, живущих с ВИЧ, при сохранении 
настоящей концепции лечения, в перспективе 
острота экономических и социальных аспектов 
ВИЧ-инфекции будет увеличиваться. Это под-
черкивает необходимость поиска радикального 
метода лечения ВИЧ, что, без сомнений, являет-
ся признанной общемировой проблемой здраво-
охранения. Благодаря научно-технологическо-
му прогрессу, открытиям в области биологии, 
физио логии и медицины, пациенты со злокаче-
ственными опухолями кроветворной и лимфа-
тической ткани и ВИЧ оказались примером и 
служат моделью для разработки принципиально 
новых подходов в медицине. Технологии редак-
тирования генома являются одними из наиболее 
прогрессивных разработок в медицинской на-
уке, а в лечении ВИЧ-инфекции, по мнению ряда 
экспертов, будут внедрены в рутинную практику 
в ближайшем будущем. 

ВИЧ

Всего лишь за 10 лет с момента открытия ви-
руса иммунодефицита человека (ВИЧ) в 1983 г. 
заболеваемость достигла уровня эпидемии. 
В мире в 2014 г. зарегистрировано до 41 400 000 
ВИЧ-инфицированных пациентов [1]. На тер-
ритории РФ и стран бывшего СССР проблема 
ВИЧ-инфекции имеет особую актуальность. 
В РФ на 31.12.2014, по официальным данным 
Федерального центра СПИД, зарегистрирова-
но 1 300 000 ВИЧ-инфицированных пациентов 
[1, 2]. Благодаря введению протоколов антире-
тровирусной терапии (АРВТ) удалось добиться 
существенного увеличения продолжительности 
жизни, что естественным образом привело к 
возрастанию числа зарегистрированных случа-
ев неинфекционных заболеваний у данной ка-
тегории пациентов.

ВИЧ и лимфомы

Инфицированные ВИЧ пациенты относятся к 
группе повышенного риска развития злокачес-
твенных новообразований [3]. Внедрение АРВТ 
привело к изменению структуры летальности. 
Летальность, непосредственно связанная с ВИЧ-
инфекцией, значительно снизилась, при этом ле-
тальность, ассоциированная со злокачественны-
ми опухолями, вышла на второе место после слу-
чайных причин смерти у ВИЧ-инфицированных 
пациентов. Заболеваемость саркомой Капоши и 
неходжкинскими лимфомами снизилась, однако 
заболеваемость другими видами злокачественных 
опухолей, особенно лимфомой Ходжкина, возрос-
ла [4]. 

Лимфомы занимают особое место среди злока-
чественных опухолей у пациентов, инфицирован-
ных ВИЧ, вследствие высокой заболеваемости и 
сложности противоопухолевой терапии. В насто-
ящее время доля лимфом среди онкологических 
заболеваний в этой группе пациентов составляет 
32% и занимает второе место после сакромы Капо-
ши [5]. 

В последние десятилетия достигнут значитель-
ный прогресс в лечении лимфом за счет разработ-
ки и внедрения программы терапии, включающей 
противоопухолевую химиотерапию (ПХТ), моно-
клональные антитела, высокодозную ПХТ с ауто-
логичной трансплантацией гемопоэтических ство-
ловых клеток (ауто-ТГСК) и аллогенную транс-
плантацию гемопоэтических стволовых клеток 
(алло-ТГСК). Современная программная терапия 
имеет высокий потенциал полного излечения.

С внедрением АРВТ значительно улуч-
шились результаты лечения лимфом у ВИЧ-
инфицированных пациентов, эффективность про-
граммной терапии и прогноз не отличаются от па-
циентов, не инфицированных ВИЧ [6, 7].

Основным средством лечения рецидивов и реф-
рактерных агрессивных лимфом остается высоко-
дозная ПХТ с аутологичной ТГСК (ауто-ТГСК). 
По данным ежегодного отчета Европейской ор-
ганизации по трансплантации крови и костно-
го мозга (European Society for Blood and Marrow 
Transplantation, EBMT), в 2014 г. в Европе выполне-
но 23 883 ауто-ТГСК. Доля лимфом составляет 39% 
от всех показаний к ауто-ТГСК [8]. 
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Данные о применении ауто-ТГСК у пациентов 
с лимфомами и ВИЧ ограничены несколькими не-
большими исследованиями [9–11]. В двух качес-
твенно спланированных исследованиях, прове-
денных независимыми группами, в которых про-
водился парный анализ (пациенты с лимфомами на 
фоне ВИЧ-инфекции сравнивались с пациентами 
из общей популяции больных с лимфомами), ре-
зультаты лечения были сравнимыми. Эти данные 
свидетельствуют об эффективности и безопаснос-
ти высокодозной ПХТ с ауто-ТГСК у пациентов с 
лимфомами на фоне ВИЧ при условии совместно-
го применения АРВТ [12, 13]. 

По данным EBMT, в 2014 г. в Европе проведено 
16 943 аллогенных ТГСК (алло-ТГСК). В последнее 
два десятилетия отмечается отчетливая тенденция 
к увеличению трансплантационной активности в 
Европе при лимфомах, с 1990 по 2010 г. общее ко-
личество алло-ТГСК для лечения лимфом увеличи-
лось втрое. Место алло-ТГСК в лечении лимфом – 
преимущественно рецидив после ауто-ТГСК. 

Опыт применения алло-ТГСК в том виде, в кото-
ром она существует сейчас, для лечения лейкозов 
и лимфом у пациентов с ВИЧ-инфекцией ограни-
чен публикациями нескольких клинических слу-
чаев. Впервые алло-ТГСК пациенту с хроническим 
миелолейкозом и ВИЧ на фоне непрерывной АРВТ 
была выполнена в 1997 г. Первый опыт в последу-
ющем позволил успешно применять этот метод 
для лечения пациентов с лейкозами и лимфомами 
на фоне ВИЧ-инфекции [14–16]. В группе пациен-
тов, у которых по тем или иным причинам прием 
препаратов АРВТ был прекращен, наблюдался воз-
врат активной инфекции ВИЧ и ухудшение общей 
выживаемости [16, 17]. В целом, исследователи 
приходят к выводу, что алло-ТГСК на фоне АРВТ 
является эффективным и безопасным методом ле-
чения опухолей кроветворной и лимфатической 
ткани у пациентов с ВИЧ-инфекцией. 

Аллогенная трансплантация гемопоэтических 
стволовых клеток как метод лечения ВИЧ

В 2007 г. произошло событие, которое открыло 
новое направление в области разработки способов 
излечения от ВИЧ-инфекции, – случай «Берлин-
ского пациента». На сегодняшний день «Берлин-
ский пациент» – единственный человек, который 
полностью излечился от ВИЧ-инфекции. Это па-
циент с острым миелобластным лейкозом (ОМЛ), 
которому в соответствии с планом лечения было 
показано проведение алло-ТГСК. В международ-
ной базе данных было найдено более 100 потенци-
альных доноров, поэтому окончательный подбор 
донора был осуществлен с учетом мутационного 
статуса гена CCR5. Мутация в гене CCR5, делеция 
(del32) в двух аллелях этого гена, то есть в гомо-
зиготном состоянии, обусловливают природную 

невосприимчивость к R5 тропным штаммам ВИЧ 
[18]. После алло-ТГСК от донора с гомозиготной 
мутацией CCR5-Δ32 в 2007 г. пациент прекратил 
прием АРВТ и в течение 9 лет находится в состоя-
нии ремиссии ОМЛ. При этом в крови и биоптатах 
различных тканей не обнаруживается ВИЧ даже 
при использовании ультрачувствительных мето-
дов детекции. Благодаря «Берлинскому пациенту» 
в настоящее время алло-ТГСК от донора с мутаци-
ей в гене CCR5 рассматривается как способ изле-
чения не только от злокачественной опухоли, но и 
от ВИЧ-инфекции. 

Естественная мутация гена CCR5 Δ32 была опи-
сана в 1996 г. [18]. Наличие мутации в одном аллеле 
гена (гетерозиготное состояние) ведут к замедле-
нию прогрессирования ВИЧ-инфекции. Мутации 
обоих аллелей гена ведут к невосприимчивости 
к заражению ВИЧ-1. Таким образом, трансплан-
тация ГСК от гомозиготного донора может при-
водить к излечению от инфекции. Встречаемость 
данной мутации крайне низка, в целом менее 1%, 
однако в некоторых популяциях встречается чаще. 
Аллель CCR5-Δ32 встречается в европейской попу-
ляции с частотой 5–14%, а в северной части Евро-
пы частота этой мутации достигает 21% [19]. 

Неоднократно проводились попытки повто-
рить случай «Берлинского пациента», то есть вы-
полнить алло-ТГСК пациенту с показаниями к 
трансплантации от гомозиготного CCR5-Δ32 до-
нора. Ряд экспертов сходятся во мнении, что пер-
спективным направлением развития этого метода 
является трансплантация клеток пуповинной кро-
ви в сочетании или без ко-трансплантации кост-
ного мозга от гаплоидентичного донора [20]. Вы-
полнено несколько трансплантаций CCR5-Δ32/
CCR5-Δ32 клеток пуповинной крови, однако все 
они оказались безуспешными – пациенты умер-
ли от разных причин, в том числе от рецидива ос-
новного заболевания или осложнений трансплан-
тации. Кроме того, рассматривалась гипотеза, что 
алло-ТГСК от донора без мутации CCR5-Δ32, но 
на фоне непрерывной АРВТ может так же привес-
ти к излечению. Опубликованные данные свиде-
тельствуют, что отмена АРВТ двум пациентам по-
сле успешной алло-ТГСК от доноров без мутации, 
у которых длительное время после транспланта-
ции не определялся ВИЧ в крови и органах-мише-
нях («Бостонские пациенты»), привела к возврату 
ВИЧ-инфекции [21]. 

Таким образом, несмотря на то, что преце-
дент «Берлинского пациента» воодушевил мно-
гих исследователей как успешный способ лече-
ния ВИЧ-инфекции, масштабирование и разви-
тие этой технологии для широкого круга ВИЧ-
инфицированных пациентов выглядит малопер-
спективным.
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Редактирование генома в лечении ВИЧ

Случаи алло-ТГСК у пациентов с ВИЧ послужи-
ли толчком к разработке новых подходов к лече-
нию ВИЧ. По сути «Берлинский пациент» является 
примером природной генной терапии, и длитель-
ное наблюдение за пациентом подтвердило, что 
гемопоэтические стволовые клетки с мутантным 
геном CCR5 могут обеспечить долгосрочный кон-
троль над ВИЧ-1 и привести к эрадикации вируса 
из организма человека. Это открытие побудило ис-
следователей к интенсификации поиска способов 
воспроизведения мутации CCR5Δ32, и одним из 
наиболее перспективных инструментов является 
геномное редактирование.

Редактирование генома осуществляется с по-
мощью так называемых «дизайнерских нуклеаз», 
наиболее развитыми из которых на сегодняшний 
день являются нуклеазы цинковых пальцев (Zinc-
finger Nuclease, ZFN), эффекторные нукле азы, по-
добные активаторам транскрипции (Transcription 
Activator-Like Effector Nucleases, TALEN), а также 
CRISPR/Cas9 (Clustered Regulatory Interspaced 
Short Palindromic Repeats; короткие кластерные 
палиндромные повторы, равномерно удаленные 
друг от дру га). Данные системы объединяют об-
щий прин цип структурной организации, включа-
ющей специфические ДНК-связывающие участки 
и нуклеазный домен. 

Основным принципом редактиро вания генома 
является основанная на нукле отидной последо-
вательности специфичность в отношении сайтов 
узнавания, благодаря чему достигается точность 
внесения двуце почечного разрыва в ДНК. Искус-
ственно задавая специфичность нуклеаз к опре-
деленным последовательностям, имеется возмож-
ность направлять инструменты в любой локус 
ДНК, таким образом выбирая мишень для коррек-
ции.

В результате активации нуклеазного доме на в 
ДНК клетки-мишени вносится двухцепочечный 
разрыв в области, соседней с сайтом узнавания 
ДНК-связывающего до мена. Последующая акти-
вация естественных механизмов репарации мо-
жет обеспечивать стойкие, наследуемые в ряду 
поколе ний клеток изменения последовательности 
нуклеотидов и/или экспрессии целевого гена. По-
сле внесе ния двуцепочечного разрыва, эксплуати-
руя естественный механизм репарации ДНК, мо-
гут быть соз даны мутации гена по типу коротких 
инсер ций и делеций, что приводит к нокауту – 
«вы ключению гена» благодаря смещению рамки 
считывания, или «переписывание» – изменение 
нуклеотидной последовательности некор ректного 
гена/участка ДНК, или интеграции нового гена – 
«трансгена» с высокой точно стью. Для этого не-
обходимо доставить к месту двуцепочечного раз-

рыва матрицу, с которой будет копироваться 
последователь ность нуклеотидов в ходе восста-
новления разрыва.

Ген CCR5 – мишень для редактирования

Самой привлекательной мишенью для редакти-
рования в контексте лечения ВИЧ-инфекции яв-
ляется ген корецептора CCR5. С помощью специ-
фичных нуклеаз производится двуцепочечный 
разрыв в определенном локусе гена CCR5. Благо-
даря естественным механизмам репарации ДНК 
происходит негомологичное сшивание концов, что 
приводит к формированию делеций и инсерций. 
Появление искусственных мутаций в участке гена 
CCR5 приводит к смещению рамки считывания и, 
следовательно, нарушению трансляции. В резуль-
тате действия нуклеазы на уровне первичной по-
следовательности копии гена сдвиг рамки считы-
вания приводит к изменению аминокислотной по-
следовательности синтезируемого в дальнейшем 
белка и быстрой деградации в клетках.

ZFn

Исторически первые инструменты редак-
тирования генома, нуклеазы цинковых паль-
цев (ZFN) были открыты и охарактеризованы в 
1996 г. [22]. Они представляют собой гибридные 
белки, состоящие из соединенных между собой 
бактериального фермента – эндонуклеазы FokI 
(ДНК-разрезающий домен) и химерных ДНК-
связывающих протеинов «цинковых пальцев» 
(ДНК-связывающий домен). Эндонуклеаза FokI 
осуществляет двуцепочечный разрыв ДНК. Эта 
нуклеаза не имеет специфичности в отношении 
каких-либо последовательностей ДНК и способна 
функционировать в любом участке генома. «Цин-
ковые пальцы» являются ДНК-связывающими 
белковыми комплексами, в которых каждая от-
дельная субъединица распознает специфическую 
последовательность ДНК длиной в три нуклеоти-
да. Комбинируя разные субъединицы, стало воз-
можным создавать комплексы с очень высокой 
специфичностью практически к любому участку 
генома. Оба домена, работая вместе, теоретически 
позволяют внести изменения в любом необходи-
мом участке генома с беспрецедентной точностью.

Результаты преклинических исследований, 
подтверждающих эффективность и безопасность 
использования нуклеаз цинковых пальцев для но-
каута гена CCR5, были опубликованы в 2008 г. в 
лимфоцитах и в 2010 г. в ГСК [23, 24]. В последую-
щих работах были достигнуты увеличение эффек-
тивности и оптимизация технологии для нужд кли-
нического применения. В настоящее время про-
ходит ряд клинических испытаний (NCT02388594, 
NCT00842634, NCT01044654, NCT02500849, 
NCT01543152б NCT02225665), в которых оцени-
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вается эффективность и безопасность технологии 
для человека. Во всех исследованиях основной ле-
чебный эффект достигается путем нокаута гена 
CCR5 ex vivo в Т-клетках человека и в одном иссле-
довании – путем редактирования ГСК. 

В первом клиническом исследовании 
(ClinicalTrials.gov NCT00842634) редактирования 
генома, опубликованом Tebas с соавт. [25], были 
продемонстрированы обнадеживающие результа-
ты. В частности, отмечается четырехкратное уве-
личение продолжительности периода, в котором 
CCR5-модифицированные лимфоциты обнаружи-
ваются в организме пациента, в сравнении с не-
модифицированными лимфоцитами той же попу-
ляции. При этом у одного пациента, являвшегося 
гетерозиготой в отношении CCR5-Δ32 аллеля, уро-
вень вирусной нагрузки временно снизился ниже 
минимально детектируемых значений. В то же вре-
мя обращает внимание небольшой размер когор-
ты пациентов (n=6), включенных в исследование. 
Продолжающиеся клинические исследования, 
включающие значительно большее число участни-
ков, позволят сделать более определенные выво-
ды о безопасности и эффективности технологии. 
На сегодняшний день более 80 пациентов с ВИЧ-
инфекцией включены в клинические исследова-
ние с введением редактированных Т-лимфоцитов 
человека и отменой АРВТ. Ре зультаты 2 фазы этих 
исследований станут известны в ближайшем буду-
щем.

В то время как технология с использованием 
нуклеаз цинковых пальцев крайне перспективна, 
особенно с учетом того, что ни один из других ин-
струментов редактирования генома для нокаута 
CCR5 на сегодняшний день не вступил в стадию 
клинических исследований, применение этой тех-
нологии имеет некоторые ограничения. 

Основное ограничение – относительная слож-
ность синтеза нуклеаз. Создание структуры и син-
тез нуклеазы цинковых пальцев – длительный и 
трудоемкий процесс, требующий значительных 
финансовых затрат. В то же время следует отме-
тить, что если нуклеазы цинковых пальцев уже 
созданы для конкретного локуса (как, например, 
CCR5 ZFN), то масштабирование созданной ну-
клеазы не является значимой технической про-
блемой. 

tALEn

Эффекторные нуклеазы, подобные активато-
рам транскрипции (TALEN), являются рекомби-
нантными белками, структурно и функционально 
схожими с нуклеазами цинковых пальцев, однако 
используют большую степень специфичности к 
нуклеотидной последовательности. TALEs (эффек-
торы, не сопряженные с нуклеазой) были обна-
ружены в природе у бактерий рода Xanthomonas. 

Открытие модульной структуры TALE, подоб-
но ZFN, открыло возможность создания ДНК-
связывающих доменов произвольной специфич-
ности.

ДНК-связывающий домен TALEN содержит 
повторяющиеся консервативные структурные 
единицы нескольких типов, каждая из которых 
специ фична к одному из нуклеотидов, что зна-
чительно удобнее при конструировании новых 
белков для произвольных последовательностей в 
сравнении с ZFN. Библиотека TALENs достаточ-
но быстро была собрана для 18 740 генов челове-
ка. Кроме того, связывание большего количества 
специфичных пар оснований TALENs предпола-
гает, что конструкция, вероятно, будет обладать 
большей специ фичностью. 

На основе опубликованных исследований in 
vitro на сегодняшний день можно заключить, 
что технология TALEN является перспективной 
альтернативой ZFNs в редактировании генома. 
Данные ряда исследований in vitro демонстри-
руют аналогичную по сравнению с ZFNs эф-
фективность. Высокоэффективное редактиро-
вание ССR5 при помощи системы TALEN было 
разработано в Университете Гамбурга под ру-
ководством профессора Бориса Фезе. В серии 
исследований с редактированием человеческих 
Т-лимфоцитов продемонстрированы высокая 
эффективность (60%) и безопасность изобре-
тения CCR5-Uco-TALEN [26, 27]. По предва-
рительным результатам совместной научной 
группы Первого Санкт-Петербургского государ-
ственного медицинского университета им. акад. 
И.П. Павлова и Университета Гамбурга с исполь-
зованием системы CCR5-Uco-TALEN, общая эф-
фективность модификации ССR5 в человече-
ских ГСК составляет не менее 40% (неопублико-
ванные данные), что позволяет рассчитывать на 
высокую эффективность при отработке прото-
кола клинического применения. Исследования 
данного изобретения продолжаются в Первом 
Санкт-Петербургском государственном меди-
цинском университета им. академика И.П. Пав-
лова. В исследовании, опубликованном B. Shi et 
al., с целью нокаута гена CCR5 были созданы и 
протестированы двадцать восемь TALE-нуклеаз, 
специфичных к разным участкам гена CCR5 [28]. 
При этом наиболее эффективная в плане редак-
тирования нуклеаза TALEN были специфичны 
к тому же локусу, что и ранее разработанная 
нуклеаза CCR5-Uco-TALEN. При ее использова-
нии были продемонстрированы более высокая 
эффективность и низкое количество нецелевых 
мутаций в сравнении с известной нуклеазой 
«цинковых пальцев» (CCR5-ZFN), которые уже 
применяются в клинических исследованиях. 
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CRIsPR-Сas9

Новейшим инструментом редактирования ге-
нома является система CRISPR-Сas9 (короткие 
кластерные палиндромные повторы, равномерно 
удаленные друг от друга), описанная в результате 
исследований механизмов клеточной защиты про-
кариот от экзогенной генетической информации. 
CRISPR-Сas9 представляет собой комплекс Сas9 
эндонуклеазы и короткой искусственной молеку-
лы РНК, называемой направляющей РНК (single-
guide RNA, sgRNA), которая используется в каче-
стве матрицы для узнавания гомологичной после-
довательности. Белок Cas9 создает двуцепочечные 
разрывы рядом с тем местом генома, где направля-
ющая РНК связала целевую последовательность. 
Конечным результатом является sgRNA:Cas9 ну-
клеолитический комплекс со специфичностью, 
близкой к технологиям ZFN или TALENs. В отли-
чие от описанных ранее нуклеаз, комплекс CRIS-
PR-Cas9 не требует изменения белковых субъеди-
ниц, так как специфичность определяется направ-
ляющей РНК, что значительно упрощает перена-
правление Cas9 на любую желаемую последова-
тельность ДНК. 

Возможность применения системы CRISPR-
Сas9 для нокаута CCR5 в ГСК была впервые проде-
монстрирована в 2014 г. В работе была продемон-
стрирована высокая эффективность биаллельной 
модификации: 26,8% (±7.1) от ГСК, в которых про-
изошло редактирование, с минимальным уровнем 
нецелевых модификаций [29]. 

Учитывая легкость изготовления молекул ну-
клеиновых кислот произвольной последователь-
ности, CRISPR-Cas9 уже в настоящее время в зна-
чительной степени превосходит по распростра-
ненности применения другие технологии редакти-
рования генома в исследовательских целях. 

Другие мишени редактирования генома для 
лечения ВИЧ

Описанные инструменты редактирования 
генома могут использоваться для удаления ге-
нов-мишеней, что обусловливает возможность 
их применения для полного удаления интегри-
рованных в геномную ДНК генов ВИЧ. Исследо-
вание, проведенное Ebina et al. [30] показало, что 
редактирование (удаление интегрированной в 
ДНК ВИЧ) в Т-лимфоцитах привело к 65% редук-
ции активности ВИЧ после повторной реактива-
ции. Удаление генов ВИЧ из геномной ДНК было 
подтверждено методом секвенирования. В 2016 г. 
опубликовано подобное исследование Kaminski et 
al. [31], подтверждающее эффективность исполь-
зования CRISPR-Сas9 в качестве инструмента для 
удаления, интегрированного в ДНК ВИЧ, и без-
опасность метода, включая отсутствие нецелевых 

модификаций и сохранение жизнеспособности и 
функциональной активности редактированных 
Т-лимфоцитов человека. 

В то же время подобный подход к терапии ВИЧ 
с использованием интегрированных генов вируса 
в качестве мишеней для инженерных эндонуклеаз 
может привести к появлению нечувствительных к 
такой терапии штаммов ВИЧ. Исследование De Sil-
va Feelixge et al. [32] показало, что при применении 
ZFNs небольшие мутации, возникающие внутри 
рамки считывания в месте разрезания вирусного 
гена, не всегда являются инактивирующими, одна-
ко могут создавать резистентность к повторному 
разрезанию эндонуклеазами. Подобные резуль-
таты были также получены при использовании 
CRISPR-cas9 в качестве инструмента редактирова-
ния [33].

Несколько исследовательских групп использо-
вали ген CXCR4 в качестве мишени редактирова-
ния для лечения ВИЧ инфекции. X4-тропный ВИЧ 
использует этот корецептор для проникновения 
в клетку. Кроме того, возможна трансформация 
CCR5-специфичного варианта ВИЧ в CXCR4-
специфичный, что может сделать неэффективным 
подход с модификацией гена CCR5. Для редакти-
рования CXCR4 в Т-лимфоцитах были успешно 
использованы как ZFN, так и CRISPR/Cas9. Ис-
пользование CXCR4 в качестве гена-мишени не-
возможно при редактировании ГСК. Это связано 
с тем, что этот рецептор играет важное функцио-
нальное значение для ГСК, прежде всего для осу-
ществления хоуминг-эффекта, что не позволяет 
использовать его для разработки метода лечения 
ВИЧ-инфекции на основе трансплантации моди-
фицированных ГСК. Авторы предполагают пер-
спективу применения этого подхода с использова-
нием редактирования Т-лимфоцитов [34]. 

Заключение

В настоящее время с помощью различных ин-
струментов была продемонстрирована возмож-
ность редактирования целого ряда генов-мишеней, 
модификация которых может привести к излече-
нию от ВИЧ-инфекции. Редактирование генома 
ex vivo хорошо сочетается с уже существующими 
протоколами клеточной терапии, и в первую оче-
редь с трансплантацией ГСК. В связи с этим ГСК 
являются одной из наиболее перспективных попу-
ляций клеток для редактирования генома [35]. В то 
же время ГСК являются родоначальницами всех 
клеток крови, в том числе и CD4+ Т-лимфоцитов, 
являющихся основными мишенями для ВИЧ. Наи-
более перспективным подходом является редак-
тирование гена CCR5 ГСК с последующей транс-
плантацией, что искусственно в определенной 
степени может воссоздать случай «Берлинского 
пациента». Таким образом, сочетание широко 
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применяемой для лечения некоторых онкологи-
ческих заболеваний трансплантации ГСК с ex 
vivo редактированием генома представляет собой 
идеальное решение для пациентов с лимфомой на 
фоне ВИЧ-инфекции для излечения от обоих забо-
леваний. 

 Высокий уровень развития методов получе-
ния, выделения, очистки, оценки биологических 
свойств ГСК и обширный опыт медицинского при-
менения трансплантации, в том числе успешный 
опыт лечения пациентов со злокачественными 
опухолями кроветворной и лимфатической ткани 
у пациентов с ВИЧ, включая ауто- и алло-ТГСК, а 
также актуальность проблемы ВИЧ и онкологии 
являются мощными предпосылками для быстрого 
перехода в фазу клинических исследований. 
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следовательского института детской онкологии, 
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