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В настоящее время для редактирования клеточного генома используют технологии, основанные на 
применении, как правило, одного из трех классов нуклеаз — цинкового пальца, TAL или CRISPR-
Cas. Все они не лишены недостатков, некритичных при использовании у животных и в опытах 
in vitro, но значительно сдерживающих редактирование генома человека. На данный момент накоп-
лен значительный опыт применения геноредактирующих технологий для лечения и профилактики 
генетических заболеваний, трансмиссивных и вирусных инфекций, однако дальнейшее развитие 
сдерживают как технические, так и этические проблемы. Задача экспертного сообщества и государ-
ства — обеспечить плавную интеграцию методов геномного редактирования в жизнь общества, не 
допустив значительных социальных потрясений.
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Genome editing technologies are currently based on the use of one from the three classes of nucleases, i.e. 
a zinc finger, TAL or CRISPR-Cas. Drawbacks inherent in each of these approaches, though not being 
critical for animal or in vitro experiments, significantly limit their application in human genome editing. 
Considerable experience has so far been accumulated in the field of using gene-editing technologies for the 
treatment and prevention of genetic diseases, transmissible and viral infections. However, further progress 
is hampered by various technical and ethical problems. It is the task of expert communities and the state 
that genomic editing methods be smoothly integrated into everyday practices without significant social 
upheavals.
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Введение
В основе высокоэффективного редактиро-

вания генома лежит возможность реализа-
ции точно направленного двухцепочечного 
разрыва ДНК в интересующей хромосом-
ной последовательности. Многочисленные 
неспецифические разрывы двойной цепи 
ДНК происходят в ходе естественного 
процесса мейоза [1] или могут быть ис-
кусственно вызваны ионизирующим излу-
чением [2]. Дальнейшие процессы репара-
ции могут происходить с использованием 
одного из двух основных механизмов: не-
гомологичного соединения концов (НСК) 
или гомологической рекомбинации (ГР) 
[3–6]. В ходе НСК происходит лигирова-
ние концов ДНК с минимальной фермент-
ной обработкой в сайте соединения концов, 
в то время как при ГР в качестве репараци-
онной матрицы, как правило, используется 
неповрежденная гомологичная последова-
тельность сестринской хроматиды.

В модельных экспериментах с высоко-
специфическими нуклеазами была показа-
на стимуляция как НСК, так и ГР в клет-
ках дрожжей и млекопитающих и, таким 
образом, был получен путь к программи-
руемому редактированию генома [7–11]. 
Иногда в ходе репарации методом НСК 

происходят ошибки, что приводит к не-
большим локальным инсерциям и делеци-
ям. Данные мутации могут вызывать инак-
тивацию редактируемого гена.

В настоящее время в молекулярной био-
логии используют три мощных класса 
нуклеаз, которые могут быть запрограм-
мированы на получение двойных разрывов 
по существу в любой желаемой мишени: 
нуклеазы цинкового пальца, транскрипци-
онные активатор-подобные эффекторные 
нуклеазы (TAL нуклеазы) и CRISPR-Cas ну-
клеазы [12, 13]. В настоящее время именно 
CRISPR-Cas доминирует в исследователь-
ских лабораториях по всему миру, посколь-
ку остальные методы менее эффективны, 
более затратны и трудоемки [14]. Однако 
все вышеописанные способы были обна-
ружены в ходе исследований естественных 
биологических процессов, а не в процессе 
поиска инструментов для редактирования 
генома, что в очередной раз показывает, 
как сильно влияет фактор случайности 
на развитие современной науки.

Ограничения современных методов 
редактирования генома

Примечательно, что все геном-редак-
тирующие нуклеазы по сути всего лишь  
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производят двухцепочечный разрыв хро-
мосомной ДНК. Главный критерий эффек-
тивности — специфичность платформы ре-
дактирования к четко обозначенному участку 
генома и отсутствие разрывов в остальных 
локусах. Однако все, что происходит после 
разрыва, определяется механизмом репара-
ции клеточной ДНК, два варианта которой 
были описаны ранее. Большинство сомати-
ческих клеток у высших эукариот запускают 
процесс НСК с сопутствующим возникно-
вением инсерций и делеций чаще, чем ко-
пируют последовательности от предостав-
ленной донорной ДНК. Это приемлемо, 
если цель редактирования — нокаут гена 
или комплекса генов, но значительно огра-
ничивает возможности введения собствен-
ных нуклеотидных последовательностей. 
В исследованиях [15, 16] был достигнут 
ограниченный успех в модулировании со-
отношения между целевым и мутантным 
продуктом, но пока универсальное решение 
не найдено, и для некоторых типов клеток 
НСК остается наиболее часто реализуемым 
способом репарации. Несколько недавних 
сообщений показывают, что низкомолеку-
лярные ингибиторы ключевых ферментов 
процесса НСК могут быть эффективными 
[17–19], но необходимы дополнительные 
исследования для создания более надежных 
реагентов. Другим способом влияния на эф-
фективность вставки целевого гена являет-
ся модификация донорной молекулы ДНК 
[20], связь донорной последовательности 
с направляющей РНК [21] и использование 
естественных механизмов для вставки нуж-
ных фрагментов [22, 23].

С другой стороны, все платформы 
ДНК-редактирования обладают высокой, 
но ограниченной специфичностью. В од-
ном из последних исследований показана 
возможность увеличения специфичности 
CRISP-Cas путем модуляции белка Cas9 
и направляющей РНК. Насколько важна 
абсолютная специфичность системы редак-
тирования, а также отсутствие мутагенного 

потенциала, зависит от сферы применения. 
Во многих модельных организмах суще-
ствуют способы предотвращения экспрес-
сии мутантного гена, например, путем его 
нокаута и замены геном дикого типа. На дан-
ные механизмы можно положиться при ре-
дактировании генома растительных или бак-
териальных клеток, а также при создании 
гуманизированных моделей животных 
для фармакологических исследований [24]. 
Даже в некоторых медицинских примене-
ниях нецелевые мутации могут быть допу-
стимыми, если они не приводят к возникно-
вению заболеваний, однако данный аспект 
является наиболее этически уязвимым [25].

Разработка новых платформ редак-
тирования генома

Можно с уверенностью сказать, что редак-
тирование генома будет оставаться широко 
используемым инструментом как в научных 
исследованиях, так и в коммерческой и ме-
дицинской сфере. Возникает вопрос: являет-
ся ли CRISPR-Cas последним словом в про-
граммируемых нуклеазах, или, возможно, 
на горизонте есть что-то лучше? На данный 
момент трудно представить систему, которая 
существенно проще, чем распознавание гена 
комплементарной матрицей и расщепле-
ние одним белком. Возможно, белок может 
быть меньше и обладать дополнительными 
полезными свойствами, но все это вариации 
на одну и ту же тему, а не нечто совершенно 
новое. Возможна разработка химической си-
стемы, основанной на низкомолекулярных 
синтетических соединениях, сочетающих 
распознавание ДНК с ее расщеплением. Ис-
следования, направленные на достижение 
этой цели, продолжаются десятилетиями — 
от триплекс-образующих олигонуклеотидов 
[26] до пептидных нуклеиновых кислот [27] 
и полииминов [28], — но до создания плат-
формы с адекватной эффективностью рас-
щепления и диапазоном распознавания еще 
очень далеко. Похоже, что новые методы ре-
дактирования генома, если и будут созданы, 
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обнаружатся в ходе исследований естествен-
ных процессов, а не в процессе улучшения 
техники CRISPR. Вариантом разрыв-инду-
цированного редактирования генома являет-
ся CRISPR-опосредованное редактирование 
азотистых оснований [29–32]. В данной тех-
нологии используют никазу Cas9, которая 
редактирует лишь одну нить целевой ДНК, 
при этом получают не разрезанную, а над-
резанную ДНК. Преобразование цитизина 
в урацил в пределах нескольких пар основа-
ний, ближайших к сайту связывания, опре-
деляемому РНК, приводит к изменениям 
экспрессии в этой очень узкой области. Бу-
дущее использование этого подхода может 
включать в т. ч. модификацию отдельных 
аллелей генов человека.

Применение технологий редактиро-
вания генома в медицине

На данный момент описано большое чис-
ло попыток использования генного редак-
тирования в клинической практике. FDA 
одобрило ряд клинических исследований, 
включающих редактирование генома сома-
тических клеток для клинических испыта-
ний фазы I. В самых ранних исследованиях 
использовали нуклеазы цинкового пальца 
для нокаута гена рецептора CCR5 в Т-лим-
фоцитах ВИЧ-положительных пациентов 
[33], данная модификация делает Т-клетки 
устойчивыми к вирусу. В дальнейшем пла-
нируется редактировать геном клеток-пред-
шественниц лимфоцитов, что может повы-
сить эффективность терапии.

TAL-нуклеазы были использованы 
для повышения эффективности терапии 
CAR-T клетками [34], кроме того, для этой 
цели были одобрены два исследования с ис-
пользованием CRISPR-Cas9 [35, 36]. Эти 
примеры основаны на редактировании ге-
нома клеток, предварительно выделенных 
из организма с последующим введением 
тому же пациенту, у которого был произве-
ден забор (аутологичные биомедицинские 
клеточные продукты).

Такие процедуры ex vivo обеспечивают 
легкую доставку редактирующих систем 
в клетки, а также возможность и предва-
рительную характеристику отредактиро-
ванных клеток. По мере развития методов 
клеточной терапии редактирование гено-
ма будет становиться неотъемлемым их 
дополнением. В частности, из популяции 
соматических клеток индивидуума могут 
быть выделены стволовые клетки, путем 
редактирования генома которых ex vivo 
и последующего введения может быть из-
менен фенотип всего органа или ткани.

Во многих случаях клеточная терапия 
невозможна (например, невозможно выде-
лить все или хотя бы большую часть це-
левых клеток). В настоящее время ведутся 
клинические испытания средств для ле-
чения гемофилии и лизосомных болезней 
накопления, основанные на доставке ну-
клеаз цинкового пальца in vivo вирусными 
векторами. Таким образом осуществляют 
редактирование генома гепатоцитов, кото-
рые относят к типу клеток, легко доступ-
ных для внедрения. Доставка в клетки 
других органов in vivo потребует создания 
новых векторных и невекторных подходов 
и, возможно, создания специфических ли-
ний генномодифицированных стволовых 
клеток. Активные исследования направле-
ны на лечение и других генетических забо-
леваний, включая серповидноклеточную 
анемию и миодистрофию. Как и для лю-
бых средств медицинского применения, 
для систем геномного редактирования 
должна быть доказана эффективность 
и безопасность.

Еще одним применением геном-редакти-
рующих технологий, косвенно связанным 
с медициной, является создание трансген-
ных животных-моделей, имитирующих 
то или иное патологическое состояние, 
с целью использования в доклинических 
испытаниях лекарственных препаратов. 
В исследованиях [37–41] был достигнут 
значительный прогресс в создании генно-
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модифицированных мышей с введенными 
человеческими генами NAT1 и NAT2.

Редактирование генома эмбриона 
человека

По причине легкости редактирования ге-
нома с использованием платформы CRISPR 
и, соответственно, широких возможностей 
злоупотребления технологией существует 
значительный интерес к перспективам ре-
дактирования генома эмбриона человека. 
Основной метод применения — доставка 
редактирующих агентов в клетки эмбриона, 
созданного путем оплодотворения in vitro. 
В будущем может оказаться более целесо-
образным и этически приемлемым редакти-
ровать гаметогенные клетки-предшествен-
ники у будущих родителей. Преимущество 
зародышевой коррекции аллелей генов, 
соответствующих патологическим состоя-
ниям, заключается в том, что они навсегда 
исчезнут из генома. Однако существует риск 
того, что попытка исправить генетический 
код неродившегося ребенка может прине-
сти больше вреда, чем пользы. Современная 
технология редактирования генома не обла-
дает достаточной эффективностью и специ-
фичностью, чтобы полностью гарантиро-
вать безопасность. Мутации, возникающие 
в нецелевых локусах хромосом вследствие 
введения редактирующих конструкций, 
могут влиять на организм ребенка и пере-
даваться из поколения в поколение, а их эф-
фекты не всегда будут доброкачественными, 
предсказуемыми или обратимыми.

Продолжающиеся исследования сдела-
ют редактирование генома эмбриона более 
безопасным и более эффективным, и кажет-
ся неизбежным, что оно в конечном итоге 
будет широко использоваться. В то же вре-
мя важно проводить обсуждение этических 
вопросов, связанных с такими технологи-
ями [42]. Экспертами в области биоэтики 
был представлен подробный обзор практи-
ческих трудностей редактирования генома 
эмбриона человека [43].

Применение технологий редакти-
рования генома для профилактики 
трансмиссивных инфекций

Другое применение редактирования ге-
нома, которое стало привлекать внимание 
в последние несколько лет, — использова-
ние его в генетическом процессе, называ-
емом генным драйвом. В основе данного 
процесса — законы генетики, согласно 
которым искусственно введенный одному 
или нескольким представителям ген может 
довольно быстро распространиться и изме-
нить геном всей популяции, причем даже 
в том случае, если признаки, кодируемые 
этим геном, умеренно пагубные для ор-
ганизма. Естественные драйвы генов уже 
были обнаружены, но текущий интерес 
сосредоточен на тех, которые опосредо-
ваны CRISPR-Cas9 [44]. Синтетический 
генный драйв был предложен для уничто-
жения комаров, переносящих тропические 
болезни (прежде всего, малярию и желтую 
лихорадку). К примеру, искусственно вво-
дили гены стерильности самок [45] и гены, 
кодирующие факторы, замедляющие рост 
паразита — малярийного плазмодия [46]. 
Данные подходы могут значительно сокра-
тить распространение болезни в районах, 
где ее лечение весьма трудно организовать. 
Значительная тяжесть и распространен-
ность заболеваний, передающихся кома-
рами, особенно в развивающихся странах, 
подталкивают исследователей к реализа-
ции вышеописанных идей. С другой сторо-
ны, перспектива намеренного или даже не-
преднамеренного влияния на генетический 
профиль целого вида живых организмов 
вызывает озабоченность в обществе [47, 
48]. Очень трудно предсказать последствия 
удаления одного из звеньев экосистемы. 
Если какая-то популяция комаров исчез-
нет,   каково будет воздействие на виды, вза-
имодействующие с ней, — растения, рыбы, 
птицы? Другие виды скоро заполнят сво-
бодную нишу, но будут ли они оказывать 
такое же влияние на их окружение? Станет 
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ли драйв неэффективным из-за естествен-
ных механизмов адаптации? Также разра-
батывается обратимый генный драйв [45], 
но его эффективность пока не оценивалась. 
К сожалению, маломасштабные лабора-
торные тесты не способны предсказать 
результаты применения генного драйва 
в естественной среде, поэтому до тех пор, 
пока такие технологии не будут реализова-
ны, соотношение пользы и вреда для них 
будет неизвестным.

Заключение
Параллельно с решением методологиче-

ских задач, связанных с технологиями ре-
дактирования генома, важно рассмотреть 
и социальные проблемы, связанные, преж-
де всего, с медицинским применением та-
ких платформ. Кто должен решать, какие 
продукты или методы лечения могут быть 
разработаны, а какие должны быть запре-
щены? Возможно ли добровольное согла-
сие на участие в исследованиях с высоким 
риском для жизни? Какие состояния могут 

быть скорректированы генной терапией? 
Очевидно, такие тяжелые болезни, как хо-
рея Гентингтона или мышечная дистрофия, 
должны быть побеждены при наличии 
возможности. А как быть с наследствен-
ной глухотой или карликовостью? Люди 
с подобными признаками часто являются 
полноценными членами общества и не чув-
ствуют себя нуждающимися в «коррекции» 
[49]. Методы лечения, основанные на ре-
дактировании генома, в настоящее время 
сложны и дороги. Будут ли они доступны 
только богатым слоям населения?

Каждый день методы редактирования 
генома улучшаются и развиваются, повы-
шается их безопасность и эффективность. 
Использование подобных платформ — 
дело ближайшего будущего, которое ста-
нет неотъемлемой частью жизни человека 
в XXI веке. Задача экспертного сообщества 
и государства — обеспечить плавную ин-
теграцию столь этически неоднозначных 
технологий в жизнь общества, не допустив 
значительных социальных потрясений.
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