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Ðàññìîòðåíû âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ãåííîé òåðàïèè äëÿ âíåñåíèÿ â êëåòêè ïàöèåíòà

òðàíñãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ àíòè-ÂÈ× àãåíòû, âëèÿþùèå, àíàëîãè÷íî âûñîêîàêòèâ-

íîé àíòèðåòðîâèðóñíîé òåðàïèè (ÂÀÀÐÒ), íà æèçíåííûé öèêë âèðóñà. Îïèñàíû àí-

òè-ÂÈ× àãåíòû íà îñíîâå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ÐÍÊ (ðèáîçèìû, àíòèñìûñëîâûå ÐÍÊ, àïòà-

ìåðû ÐÍÊ, ÐÍÊ-ïðèìàíêè, ìàëûå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ) è áåëêîâûå àãåíòû, òàêèå êàê

RevM10, âíóòðèêëåòî÷íûå àíòèòåëà è èíòðàêèíû. Êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû ïåðâûõ êëè-

íè÷åñêèõ èñïûòàíèé, îäíà èç îñíîâíûõ ïðîáëåì ãåííîé òåðàïèè — ïîääåðæàíèå â ìî-

äèôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ íåîáõîäèìîãî óðîâíÿ àíòè-ÂÈ× àêòèâíîñòè. Èçâåñòíû íå-

ñêîëüêî ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ñòðàòåãèé ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè êîðåöåïòîðà õåìîêèíà

CCR5, íî ñî âðåìåíåì àêòèâíîñòü èíòåãðèðîâàííûõ â ãåíîì àíòè-CCR5 àãåíòîâ çàòóõàåò

(“ñàéëåíñèíã ãåíîâ”). Îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî ðàçðàáîòêå ìåòîäà ëå÷åíèÿ ÂÈ×-èíôè-

öèðîâàííûõ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì tre-ðåêîìáèíàçíûõ àãåíòîâ. Ïðåäâàðèòåëüíûå ýêñ-

ïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî èñïîëüçîâàíèå äàííûõ ïðåïàðàòîâ ïðèâîäèò ê óäàëåíèþ èíòåã-

ðèðîâàííîé ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ âèðóñà èç ãåíîìà â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è â ýêñïåðèìåíòàõ

íà ìûøàõ. Ýòî âàæíûé øàã, ïîçâîëÿþùèé óíè÷òîæèòü ñêðûòûå ðåçåðâóàðû âèðóñà è

ïîëíîñòüþ èñêîðåíèòü åãî èç îðãàíèçìà. Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî ãåííàÿ òåðàïèÿ ñòàíåò

âàæíåéøåé òåìîé íàó÷íûõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ðàçðàáîòîê íà äîëãîâðåìåííóþ ïåðñïåê-

òèâó, òàê êàê ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíà îáåñïå÷èòü ýôôåêòèâíîå ëå÷åíèå èëè äàæå ïîëíîå

èçëå÷åíèå ÂÈ×-èíôåêöèè ïîñëå îäíîêðàòíîãî ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãåííàÿ òåðàïèÿ; ÂÈ×-èíôåêöèÿ.

ÂÈ×-èíôåêöèÿ ÿâëÿåòñÿ òÿæåëûì, ïîòåíöèàëüíî

ñìåðòåëüíûì çàáîëåâàíèåì. Â ïîñëåäíèå äâà äåñÿòè-

ëåòèÿ âîçìîæíîñòè âûñîêîàêòèâíîé àíòèðåòðîâèðóñ-

íîé òåðàïèè (ÂÀÀÐÒ) ïîçâîëèëè çíà÷èòåëüíî óëó÷-

øèòü êà÷åñòâî æèçíè ëþäåé, æèâóùèõ ñ ÂÈ×. Äåéñò-

âèå ïðèìåíÿåìûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ çàêëþ÷àåòñÿ

â ïîäàâëåíèè ðåïëèêàöèè âèðóñà, êîòîðàÿ íåïîñðåäñò-

âåííî ñâÿçàíà ñ åãî æèçíåäåÿòåëüíîñòüþ. Æèçíåííûé

öèêë ÂÈ× äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åí. Îí ñîñòîèò èç

íåñêîëüêèõ ýòàïîâ (ðèñ. 1).

ÂÈ× ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â êëåòêè ìàêðîôàãîâ, ìî-

íîöèòîâ è Ò-ëèìôîöèòîâ, èìåþùèõ íà ïîâåðõíîñòè

îïðåäåëåííûå ðåöåïòîðû. Äëÿ ïåðâè÷íîãî çàêðåïëå-

íèÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè âèðóñíûé ïîâåðõíîñòíûé

ãëèêîïðîòåèí gp120 ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðåöåïòîðîì CD4.

Îáðàçîâàâøèéñÿ êîìïëåêñ ñâÿçûâàåòñÿ äàëåå ñ êîðå-

öåïòîðàìè CCR5 èëè CXCR4. Â ðåçóëüòàòå èçìåíÿåò-

ñÿ êîíôîðìàöèÿ âèðóñíîãî òðàíñìåìáðàííîãî ãëèêî-

ïðîòåèíà gp41, ÷òî ïîçâîëÿåò åìó ïðîíèêíóòü â êëå-

òî÷íóþ ìåìáðàíó. Çàòåì âèðóñíûå ÷àñòèöû ñëèâàþòñÿ

ñ ìåìáðàíîé è èíôèöèðóþò êëåòêó (ðèñ. 2).

Ïðåïàðàòû ÂÀÀÐÒ ìîãóò ïîäàâëÿòü æèçíåííûé

öèêë ÂÈ× íà ðàçíûõ ýòàïàõ. Íåêîòîðûå ïðåïàðàòû

ÂÀÀÐÒ ãðóïïû èíãèáèòîðîâ ñâÿçûâàíèÿ è ïðîíèêíî-

âåíèÿ âèðóñà â êëåòêó ñïîñîáíû êîíêóðåíòíî ñâÿçû-

âàòüñÿ ñ êîðåöåïòîðîì CCR5, íàïðèìåð äåéñòâóþùåå

âåùåñòâî — ìàðàâèðîê [1], äðóãèå âçàèìîäåéñòâóþò ñ

âèðóñíûì òðàíñìåìáðàííûì ãëèêîïðîòåèíîì gp41,

íàïðèìåð — ýíôóâèðòèä [2]. Â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâà-

íèÿ òàêèõ ïðåïàðàòîâ âèðóñ òåðÿåò âîçìîæíîñòü ïðî-

íèêàòü â êëåòêó õîçÿèíà. Øèðîêî èçâåñòíû ïðåïàðàòû

äðóãèõ ãðóïï äåéñòâèÿ — èíãèáèòîðû îáðàòíîé

òðàíñêðèïòàçû (íóêëåîçèäíûå è íåíóêëåîçèäíûå), èí-

ãèáèòîðû èíòåãðàçû è ïðîòåàçû.

Òèïè÷íûå ñõåìû ëå÷åíèÿ îáû÷íî âêëþ÷àþò îäíî-

âðåìåííîå ïðèìåíåíèå íåñêîëüêèõ ïðåïàðàòîâ, ÷òî

ñâÿçàíî ñ âûñîêîé ìóòàãåííîñòüþ âèðóñà è åãî ñïî-

ñîáíîñòüþ äîñòàòî÷íî áûñòðî âûðàáàòûâàòü ðåçè-

ñòåíòíîñòü ê îäíîêîìïîíåíòíîé òåðàïèè. ×àñòî íàçíà-

÷àþò 3 ïðåïàðàòà, ïðè ýòîì ïðèìåíÿþò 2 íóêëåîçèä-

íûõ èíãèáèòîðà îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû â ñî÷åòàíèè

ñ îäíèì ïðåïàðàòîì èíãèáèòîðà ïðîòåàçû èëè ñ îäíèì
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ïðåïàðàòîì íåíóêëåîçèäíîãî èíãèáèòîðà îáðàòíîé

òðàíñêðèïòàçû [3]. Ïîäîáíûå ñõåìû ïîçâîëÿþò ýô-

ôåêòèâíî ïîäàâëÿòü âèðóñ, íî ñóùåñòâóåò ðÿä íåäîñ-

òàòêîâ, îáóñëîâëåííûõ íåîáõîäèìîñòüþ ïîæèçíåííîé

åæåäíåâíîé òåðàïèè. Â ïåðâóþ î÷åðåäü ïðèåì ïðåïà-

ðàòîâ ÂÀÀÐÒ ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ó ïàöèåíòîâ

ñî âðåìåíåì ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ, âûçâàííûõ êóìóëÿ-

òèâíîé òîêñè÷íîñòüþ. Áîëåå òîãî â Ðîññèè ìíîãèå ïà-

öèåíòû, îñîáåííî ïîòðåáèòåëè èíúåêöèîííûõ íàðêî-

òèêîâ, ÷àñòî æèâóò â óñëîâèÿõ, êîòîðûå íå ïîçâîëÿþò

èì ðåãóëÿðíî è ñâîåâðåìåííî ïîëó÷àòü ÂÀÀÐÒ-òåðà-

ïèþ. Ïî íåóòåøèòåëüíîé ñòàòèñòèêå â 2013 ã. â Ðîññèè

òîëüêî 140 000 èç 780 000 çàðåãèñòðèðîâàííûõ ÂÈ×-

ïîëîæèòåëüíûõ ïàöèåíòîâ ïîëó÷àëè ÂÀÀÐÒ. Â ðå-

çóëüòàòå íåðåãóëÿðíîãî èëè â íåäîñòàòî÷íûõ äîçàõ

ïðèåìà âèðóñ âûðàáàòûâàåò ðåçèñòåíòíîñòü, ïîÿâëÿ-

þòñÿ è ðàñïðîñòðàíÿþòñÿ øòàììû âèðóñà, óñòîé÷è-

âûå ïî îòíîøåíèþ ê ïðåïàðàòàì íåñêîëüêèõ êëàññîâ.

Åñëè ïàöèåíò èíôèöèðóåòñÿ òàêèì ìóëüòèðåçèñòåíò-

íûì øòàììîì ÂÈ×, ïîäîáðàòü ýôôåêòèâíûé âàðèàíò

òåðàïèè áóäåò î÷åíü çàòðóäíèòåëüíî.

Ïîñòîÿííî âåäåòñÿ ïîèñê ìåíåå òîêñè÷íûõ è ýô-

ôåêòèâíûõ èíãèáèòîðîâ æèçíåííîãî öèêëà ÂÈ× [4],

îäíàêî íåîáõîäèìîñòü â íîâûõ áîëåå ýôôåêòèâíûõ

ñïîñîáàõ áîðüáû ñ âèðóñîì ïî ïðåæíåìó î÷åíü àêòó-

àëüíà.

1. Âîçìîæíîñòè ãåííîé òåðàïèè

Ãåííàÿ òåðàïèÿ, âïåðâûå ðàçðàáîòàííàÿ äëÿ ëå÷å-

íèÿ íàñëåäñòâåííûõ ìîíîãåííûõ ïàòîëîãèé, èìååò ñå-

ãîäíÿ áîëüøîé ïîòåíöèàë â îáëàñòè ëå÷åíèÿ ïðèîáðå-

òåííûõ çàáîëåâàíèé, â òîì ÷èñëå ÂÈ×/ÑÏÈÄ. Äàæå

îäíîêðàòíîå ïðèìåíåíèå ïðåïàðàòîâ, âûçûâàþùèõ

îáðàçîâàíèå óñòîé÷èâûõ ê ÂÈ× CD4+ ëèìôîöèòîâ,

ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî ñíèçèòü âèðóñíóþ íàãðóçêó è

äàåò âîçìîæíîñòü ïîëíîãî èçëå÷åíèÿ îò èíôåêöèè.

Óæå îäîáðåíî äëÿ ìàññîâîãî ïðèìåíåíèÿ 3 ãåí-

íî-òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòà (“Ãëèáåðà” ÅÑ; “Ãåíäè-

öèí”, Êèòàé; “Íåîâàñêóëãåí”, Ðîññèÿ). Ðîññèÿ, Êèòàé

è ÑØÀ âõîäÿò â ÷èñëî ôîðìàëüíûõ ëèäåðîâ ïî ðàçðà-

áîòêàì ïîäîáíûõ ïðåïàðàòîâ, íàèáîëüøåå ÷èñëî ðàç-

ðàáîòîê ñîñðåäîòî÷åíî â ÑØÀ.

Ñîãëàñíî àíàëèòè÷åñêîìó ïðîãíîçó ëàáîðàòîðèè ãå-

íîìíûõ è ïðîòåîìíûõ èññëåäîâàíèé ÔÃÀÎÓ ÂÏÎ

“Áàëòèéñêèé ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò (ÁÔÓ) èì.

Êàíòà”, ïðè ñòàáèëüíîì ýêîíîìè÷åñêîì ðîñòå íå ìå-

íåå 3 % â ãîä è äàëüíåéøåé ðåàëèçàöèè ïëàíà ìåðî-
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Ðèñ. 1. Æèçíåííûé öèêë ÂÈ×: 1) ñâÿçûâàíèå ÷àñòèöû ÂÈ× ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòêè-õîçÿèíà; 2) ïðîíèêíîâåíèå âèðóñíîé ÐÍÊ, îá-

ðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, èíòåãðàçû è äðóãèõ âèðóñíûõ áåëêîâ â êëåòêó-õîçÿèíà; 3) îáðàçîâàíèå êîïèé âèðóñíîé ÄÍÊ ïóòåì îáðàò-

íîé òðàíñêðèïöèè; 4) ïðîíèêíîâåíèå âèðóñíîé ÄÍÊ ÷åðåç ÿäðî è èíòåãðàöèÿ â ãåíîì õîçÿèíà; 5) òðàíñëÿöèÿ âèðóñíûõ áåëêîâ íà

ñâåæåñèíòåçèðîâàííîé ÐÍÊ; 6) äâèæåíèå âèðóñíîé ÐÍÊ è áåëêîâ ê êëåòî÷íîé ñòåíêå, ñáîðêà íåçðåëûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö; 7) ñîçðå-

âàíèå âèðóñà çà ñ÷åò ìîäèôèêàöèè áåëêîâ êàïñèäà âèðóñíîé ïðîòåàçîé.
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íóþ ìèøåíè. Ìóòàíòíàÿ ôîðìà ÂÈ× Rev áåëêà, íà-

çâàííàÿ M10, ñòàëà ïåðâûì áåëêîì, èñïîëüçóåìûì â

ãåííîé òåðàïèè ÂÈ× [37]. Ïðåäïîëîæèòåëüíî

Rev-M10 áëîêèðóåò âûõîä âèðóñíîé ÐÍÊ èç ÿäðà êëåò-

êè â öèòîïëàçìó è, òàêèì îáðàçîì, ïðåäîòâðàùàåò óïà-

êîâêó è ïîñëåäóþùèé ïåðåíîñ âèðóñíîé ÐÍÊ. Äàí-

íûé ìóòàíòíûé áåëîê — îäèí èç ëó÷øèõ ïîòåíöèàëü-

íûõ èíãèáèòîðîâ ðåïëèêàöèè ÂÈ×. Âíóòðèêëåòî÷íûå

àíòèòåëà è èíòðàêèíû òàêæå ÿâëÿþòñÿ ïîòåíöèàëüíû-

ìè èíãèáèòîðàìè ðåïëèêàöèè âèðóñà [38 – 44]. Ýòè

áåëêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ êëåòî÷íûìè èëè âèðóñíûìè áåë-

êàìè-ìèøåíÿìè, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåò ïðèâîäèò

ê ïðîòåàñîìíîìó ðàñùåïëåíèþ áåëêîâ-ìèøåíåé. Ê ñå-

ãîäíÿøíåìó ìîìåíòó êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ íà ÷å-

ëîâåêå ïðîâåäåíû òîëüêî äëÿ ãåíîòåðàïåâòè÷åñêîãî

ïðåïàðàòà íà îñíîâå áåëêà Rev-M10 [37].

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ, îãðàíè÷èâàþùèõ ðàñ-

ïðîñòðàíåíèå ÂÈ× â êëåòêàõ, ðàñøèðÿåò àðñåíàë ïðè-

ãîäíûõ äëÿ òåðàïèè ìîëåêóëÿðíûõ ïîäõîäîâ. Õîðîøî

èçó÷åíû ñâîéñòâà áåëêà TRIM5à (tripartite interaction

motif5), îáíàðóæåííîãî ó ìíîãèõ ïðèìàòîâ è èìåþùå-

ãî ôóíêöèþ ïîäàâëåíèÿ ðåòðîâèðóñíûõ èíôåêöèé. Ó

íåêîòîðûõ âèäîâ ìàêàê (ðåçóñ ìàêàê) áåëîê TRIM5à

ïîäàâëÿåò ðåïëèêàöèþ ÂÈ×-1 â êëåòêàõ, â òî âðåìÿ

êàê îðòîëîãè÷íûé TRIM5à áåëîê ÷åëîâåêà íå ñïîñî-

áåí ïðåïÿòñòâîâàòü æèçíåííîìó öèêëó ÂÈ× [45]. Âû-

ÿñíåíî, ÷òî òðèìåðíûé áåëîê TRIM5�rh ìàêàê âçàè-

ìîäåéñòâóåò ñ ãåêñàìåðíûì êàïñèäîì âèðóñà ñ ôîðìè-

ðîâàíèåì êîìïëåêñà “âèðóñ-TRIM5�rh” [46], ÷òî

áëîêèðóåò ýòàï “ðàçäåâàíèÿ” âèðóñà è ïåðåíîñ åãî

íóêëåèíîâîé êèñëîòû â ÿäðî êëåòêè [46 – 48].

Âñåãî ëèøü îäíà-äâå êëþ÷åâûå àìèíîêèñëîòû îï-

ðåäåëÿþò ðàçíèöó â ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÷åëî-

âå÷åñêîãî è ðåçóñ TRIM5� áåëêîâ è îòâåòñòâåííû çà

âîçìîæíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÂÈ×-1 êàïñèäîì

[47, 49, 50]. Êðîìå òîãî, TRIM5� îãðàíè÷èâàåò ÂÈ×-1

íà ïîçäíåé ôàçå ðåïëèêàöèè âèðóñà [51]. Îöåíêà ðàñ-

ïðîñòðàíåííîñòè ÂÈ× ñðåäè êèòàéñêèõ ïîòðåáèòåëåé

èíúåêöèîííûõ íàðêîòèêîâ è èçó÷åíèå ãåíåòè÷åñêèõ

îñîáåííîñòåé ñåðîíåãàòèâíûõ èíäèâèäóóìîâ ñâèäå-

òåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâàíèè ó íèõ åñòåñòâåííîé çà-

ùèòû, ïðåäïîëîæèòåëüíî òàêæå ñâÿçàííîé ñ íàëè÷èåì

îïðåäåëåííûõ ïîëèìîðôèçìîâ TRIM5� áåëêà [52].

Ðåçóëüòàòû äàííûõ èññëåäîâàíèé ïîääåðæàëè èäåþ

èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ãåíîòåðàïèè õèìåðíûõ ÷åëîâåê-ðå-

çóñ TRIM5� âàðèàíòîâ (TRIM5�rh-õó) [53] èëè èñêóñ-

ñòâåííî ìîäèôèöèðîâàííûõ âàðèàíòîâ TRIM5� áåëêà

÷åëîâåêà [50, 54], ÷òî ìèíèìèçèðóåò àíòèãåííîñòü ïðè

ïðîâåäåíèè ãåíîòåðàïèè. Èñïîëüçîâàíèå ìîäèôèöè-

ðîâàííîãî TRIM5�, êàê ÷àñòü êîìáèíèðîâàííîé àíòè-

ÂÈ× ãåíîòåðàïèè [55], êàæåòñÿ î÷åíü ìíîãîîáåùàþ-

ùèì [53].

Íåêîòîðûå ÷ëåíû APOBEC3 (A3) ñåìåéñòâà áåëêîâ,

â ÷àñòíîñòè A3F è A3G, èçâåñòíû êàê ïåðñïåêòèâíûå

ôàêòîðû êëåòîê õîçÿèíà, îáëàäàþùèå ïðîòèâîâèðóñ-

íîé àêòèâíîñòüþ. Äàííûå êàòàëèòè÷åñêèå ïîëèïåïòè-

äû ñïîñîáíû ñïåöèôè÷åñêè äåçàìèíèðîâàòü öèòîçèí â

óðàöèë â ñîñòàâå ìÐÍÊ èëè ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê íà-

êîïëåíèþ ìóòàöèé G/A è íàðóøåíèþ âèðóñíîãî ãåíî-

ìà. Áåëîê A3G ñïîñîáåí óïàêîâûâàòüñÿ â âèðèîí è

áëîêèðîâàòü îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ äåçàìèíèðîâà-

íèåì ìèíóñ-öåïè.

Îäíàêî ôàêòîð Vif (viral infectivity factor) âèðóñà îá-

ðàçóåò êîìïëåêñ ñ APOBEC3G è áëîêèðóåò àêòèâíîñòü

APOBEC3G. Ïðè íàëè÷èè Vif áåëêà APOBEC3G ñâÿ-

çûâàåòñÿ, óáèêâèòèíèðóåòñÿ, ïîäâåðãàåòñÿ äåãðàäàöèè

è òåðÿåò âîçìîæíîñòü âñòðàèâàòüñÿ â íîâûå âèðóñíûå

÷àñòèöû [56 – 58].

Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé è îñîáåííîñòåé

ó÷àñòèÿ APOBEC3 áåëêîâ â ðåïëèêàöèè ÂÈ×-1 â ðàç-

ëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê ïðîäîëæàåòñÿ [59 – 64].

Ðàçðàáàòûâàþòñÿ íåêîòîðûå ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèå

ñòðàòåãèè, èñïîëüçóþùèå àêòèâíîñòü APOBEÑ3G

áåëêà, íàïðèìåð, ïðèìåíåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáè-

òîðîâ, áëîêèðóþùèõ âçàèìîäåéñòâèå Vif è

APOBEC3G èëè ïðåïÿòñòâóþùèõ âíóòðèêëåòî÷íîìó

ðàñïàäó APOBEC3G. Òåðàïèÿ äàííûìè àãåíòàìè ïî-

òåíöèàëüíî ìîæåò íàíåñòè âðåä ïàöèåíòó è, áëàãîäàðÿ

âûñîêîé ñêîðîñòè ìóòàãåíåçà, ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü

ÂÈ×-1 ýâîëþöèè è ðàçâèòèþ óñòîé÷èâîñòè, ïîýòîìó â

äàííîì ñëó÷àå ïîä÷åðêèâàåòñÿ íåîáõîäèìîñòü òùà-

òåëüíåéøåé îöåíêè áåçîïàñíîñòè [65, 66]. Äðóãàÿ

ñòðàòåãèÿ èñïîëüçóåò áåëîê Chim3 — äîìèíàíòíî-íå-

ãàòèâíóþ ìóòàíòíóþ ïðîèçâîäíóþ VIF. Chim3 íå áëî-

êèðóåò èíòåãðàöèþ ïóòåì èíäóêöèè A3G äåãðàäàöèè,

à áëîêèðóåò íàêîïëåíèå ðåòðîòðàíñêðèïòà, óìåíüøàÿ

ÂÈ×-1-âûõîä â ïðîöåññå èíôèöèðîâàíèÿ CD4 +

Ò-êëåòîê [67]. Èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè âçàè-

ìîäåéñòâèÿ Vpu áåëêà ÂÈ×-1 ñ õîçÿéñêèì áåëêîì

BST-2 (òåòåðèí, êîñòíîìîçãîâîé ñòðîìàëüíûé êëåòî÷-

íûé àíòèãåí 2) ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíîãî èí-

òåðåñà è ìîæåò äàòü íîâîå ïîêîëåíèå ÂÈ×-1 èíãèáè-

òîðîâ [68 – 82].

Äðóãîé ïîäõîä, êîòîðûé ìîæåò ïîìî÷ü èñêîðåíèòü

ÂÈ× èç îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, — ýòî èñïîëüçîâàíèå

tre-ðåêîìáèíàçíîãî àãåíòà â ñî÷åòàíèè ñ ÂÀÀÐÒ.

Tre-ðåêîìáèíàçà — ýòî ìîäèôèöèðîâàííûé ìåòîäîì

áåëêîâîé ýâîëþöèè ôåðìåíò íà îñíîâå cre-ðåêîìáèíà-

çû, ñïîñîáíûé ðàñïîçíàâàòü àñèììåòðè÷íûå ïîñëåäî-

âàòåëüíîñòè LTR ðåãèîíîâ ÂÈ×-1 è âûùåïëÿòü èíòåã-

ðèðîâàííóþ ïðîâèðóñíóþ ÄÍÊ èç ãåíîìà èíôèöèðî-

âàííûõ êëåòîê [83].

Åùå îäíèì ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì â ðàçðà-

áîòêå áåëêîâûõ èíãèáèòîðîâ ÂÈ× ÿâëÿþòñÿ ðåêîìáè-

íàíòíûå áåëêè, ñïîñîáíûå ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÂÈ× gp41 íà

ïîâåðõíîñòè êëåòîê, áëîêèðóÿ òåì ñàìûì ïðîíèêíîâå-

íèå âèðóñà [84, 85]. Äàííûå áåëêîâûå èíãèáèòîðû ìî-

ãóò áûòü ýêñïðåññèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåòðîâè-

ðóñíûõ èëè ëåíòèâèðóñíûõ âåêòîðîâ, è ÿâëÿþòñÿ

óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ ðàçðàáîòêè íà èõ îñíîâå ïðåïà-

ðàòîâ ãåííîé òåðàïèè.

4. Àäðåñíîå âîçäåéñòâèå íà CCR5 ìèøåíü

Öèòîêèíîâûé ðåöåïòîð 5 (CCR5) — îñíîâíîé ìî-

ëåêóëÿðíûé êîðåöåïòîð, èñïîëüçóåìûé ÂÈ× äëÿ ïðî-

íèêíîâåíèÿ â êëåòêè [86]. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó ëþ-

äåé, â ãåíîìå êîòîðûõ åñòü ìóòàöèÿ CCR5�32, âèðóñ
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ïðèÿòèé ïî ðàçâèòèþ ãåííîé òåðàïèè ìîæíî îæèäàòü,

÷òî ê 2025 ã. ÐÔ âûâåäåò íà îòêðûòûé ðûíîê íå ìåíåå

30 ãåííî-òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ [5]. Ïðè ýòîì

îáúåì ðûíêà ðîññèéñêèõ ïðåïàðàòîâ ñîñòàâèò îò 22 äî

40 ìëðä äîëëàðîâ ÑØÀ ê 2030 ã.

Ãåííàÿ òåðàïèÿ îïðåäåëÿåòñÿ êàê ââåäåíèå òðàíñãå-

íà, êîäèðóþùåãî ÐÍÊ èëè áåëêîâûå àãåíòû, â êëåòêè

ïàöèåíòîâ ñ ïîìîùüþ âåêòîðîâ ïåðåíîñà. Èñïîëüçóå-

ìûå â ãåííîé òåðàïèè îñíîâíûå òèïû âåêòîðîâ ïðèâå-

äåíû â òàáë. 1 [6].

Ïî ñâîåé ïðèðîäå âñå êëåòêè â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà

ñîäåðæàò ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë, ÷òî äåëàåò èõ ïîòåí-

öèàëüíîé ìèøåíüþ äëÿ ãåííîé òåðàïèè. Îäíàêî ýòè

êëåòêè ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû íà 2 îñíîâíûå êàòåãî-

ðèè: ñîìàòè÷åñêèå, ê êîòîðûì ïðèíàäëåæèò áîëüøèí-

ñòâî êëåòîê òåëà, è çàðîäûøåâûå (ïîëîâûå) êëåòêè, ê

êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ÿéöåêëåòêè è ñïåðìàòîçîèäû. Òåî-

ðåòè÷åñêè ïîäâåðãíóòü ãåíåòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì

ìîæíî êàê ñîìàòè÷åñêèå, òàê è ïîëîâûå êëåòêè.

Èñïîëüçîâàíèå ãåííîé òåðàïèè íà óðîâíå çàðîäû-

øåâûõ êëåòîê ïðèâîäèò ê ïîñòîÿííûì èçìåíåíèÿì,

ïåðåäàþùèìñÿ ïî íàñëåäñòâó ïîñëåäóþùèì ïîêîëå-

íèÿì. Ïðèâëåêàòåëüíîñòü ýòîãî ïîäõîäà çàêëþ÷àåòñÿ â

ïîÿâëåíèè ïîñòîÿííîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà íå

òîëüêî ó ïàöèåíòà, íî è ó åãî ïîòîìêîâ, íàñëåäóþùèõ

öåëåâîé ãåí-ìèøåíü. Â ðåçóëüòàòå ìîæíî ïîëíîñòüþ è

íàâñåãäà èñêîðåíèòü çàáîëåâàíèå â êîíêðåòíîé ñåìüå,

è â êîíå÷íîì èòîãå ó âñåãî íàñåëåíèÿ â öåëîì. Îäíàêî

îáîñíîâàííîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ãåííîé òåðàïèè íà

óðîâíå çàðîäûøåâûõ êëåòîê ðîæäàåò ñåðüåçíûå ñïî-

ðû. Èñêóññòâåííîå èçìåíåíèå ãåíîìà ïóòåì ââåäåí-

íûõ â çàðîäûøåâûå êëåòêè ïîñòîÿííûõ ãåíåòè÷åñêèõ

ìîäèôèêàöèé ìîæåò íà ïðàêòèêå îêàçàòü íåïðåäñêà-

çóåìîå ïîáî÷íîå äåéñòâèå íà çäîðîâüå ÷åëîâåêà è áî-

ëåå òîãî, âûçâàòü äðàìàòè÷åñêèå ïîñëåäñòâèÿ äëÿ áó-

äóùèõ ïîêîëåíèé. Íî îñíîâíàÿ ïðîáëåìà â äðóãîì:

ïîìèìî îçàáî÷åííîñòè ïî ïîâîäó òåõíè÷åñêèõ àñïåê-

òîâ, ãåíîòåðàïèÿ çàðîäûøåâûõ êëåòîê ðàññìàòðèâàåò-

ñÿ è øèðîêî îáñóæäàåòñÿ êàê “èãðû â Áîãà” [7].

Ïðèìåíåíèå ãåííîé òåðàïèè ê ñîìàòè÷åñêèì êëåò-

êàì ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê áîëåå êîíñåðâàòèâíûé è

áåçîïàñíûé ïîäõîä, ïîñêîëüêó ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôè-

êàöèè ïîäâåðãàþòñÿ òîëüêî öåëåâûå êëåòêè ïàöèåíòà.

Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè íåðåïðîäóêòèâíû è èçìåíåííàÿ

ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìàöèÿ íå ïåðåäàåòñÿ áóäóùèì ïî-

êîëåíèÿì. Äðóãèìè ñëîâàìè, òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò

çàêàí÷èâàåòñÿ íà ÷åëîâåêå, êîòîðûé ïîëó÷àåò ëå÷åíèå.

Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà òåðàïèè íà óðîâíå ñîìàòè÷å-

ñêèõ êëåòîê — íåäîëãîâå÷íîñòü òåðàïåâòè÷åñêîãî ýô-

ôåêòà. Êëåòêè áîëüøèíñòâà òêàíåé â êîíå÷íîì ñ÷åòå

óìèðàþò è çàìåíÿþòñÿ íîâûìè, ïîýòîìó ïîñòîÿííî

íåîáõîäèìû ïîâòîðíûå êóðñû ëå÷åíèÿ íà ïðîòÿæåíèè

âñåé æèçíè ïàöèåíòà. Ââåäåíèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíôîð-

ìàöèè â êëåòêè-ìèøåíè èëè òêàíè ïàöèåíòà òàêæå ñî-

ïðÿæåíî ñ ðÿäîì ïðîáëåì. Íî, íåñìîòðÿ íà ñëîæíî-

ñòè, âñå âåäóùèåñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ðàçðàáîòêè

íàöåëåíû èìåííî íà èçìåíåíèå ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ãëàâíîå ïðåèìóùåñòâî ãåííîé òåðàïèè ñîìàòè÷åñêèõ

êëåòîê — âîçäåéñòâèå òîëüêî íà ÷àñòü êëåòîê (êëåò-

êè-ìèøåíè) ôàêòè÷åñêîãî ïàöèåíòà è èñêëþ÷åíèå ïå-

ðåäà÷è ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè åãî äåòÿì. Ãåíåòè-

÷åñêèå ìîäèôèêàöèè çàðîäûøåâûõ êëåòîê ñ÷èòàþòñÿ

ñïîðíûìè è çàïðåùåíû, íàïðèìåð â Åâðîïåéñêîì

Ñîþçå, â îñíîâíîì èç-çà ñåðüåçíûõ ýòè÷åñêèõ ïðî-

áëåì [7].

Ãåííàÿ òåðàïèÿ ìîæåò ïðîâîäèòüñÿ in vivo è ex vivo.

In vivo ïîäðàçóìåâàåò ââåäåíèå ãåíîòåðàïåâòè÷åñêîãî

ìàòåðèàëà íåïîñðåäñòâåííî â òêàíè (êëåòêè êðîâè,

ìûøöû, ëåãêèå, îïóõîëè è ò.ä.) ïàöèåíòà. Ex vivo

ãåííàÿ òåðàïèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òåõíîëîãèþ, îñíî-

âàííóþ íà òðàíñïëàíòàöèè (èíôóçèè) ãåíåòè÷åñêè ìî-

äèôèöèðîâàííûõ êëåòîê ïàöèåíòó. Ïðè ýòîì èç îðãà-

íèçìà èçîëèðóþòñÿ è êóëüòèâèðóþòñÿ êëåòêè ñïåöè-

ôè÷åñêîãî òèïà, íàïðèìåð, ãåìîïîýòè÷åñêèå

ñòâîëîâûå êëåòêè HSC, â íèõ ââîäÿòñÿ òåðàïåâòè÷å-

ñêèå òðàíñãåíû, ïðîâîäèòñÿ îòáîð êëîíîâ ñ âûñîêèì

óðîâíåì ýêñïðåññèè òðåáóåìîãî ãåíà è èñêëþ÷àþòñÿ

êëîíû ñ îïàñíûìè òðàíñôîðìàöèÿìè. Îòîáðàííûå ìî-

äèôèöèðîâàííûå êëåòêè ââîäÿòñÿ òîìó æå ïàöèåíòó.

Ïðåèìóùåñòâîì ãåííîé òåðàïèè ex vivo ÿâëÿåòñÿ âîç-

ìîæíîñòü îõàðàêòåðèçîâàòü ïîëó÷åííûå òðàíñôîðìè-

ðîâàííûå êëåòêè äî èõ òðàíñïëàíòàöèè â îðãàíèçì. Â

íàñòîÿùåå âðåìÿ â áîëüøèíñòâå äîïóùåííûõ ê êëèíè-
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à á â

Ðèñ. 2. Ïðîíèêíîâåíèå ÂÈ× â êëåòêó-õîçÿèíà: à ) CD4-ñâÿçûâàíèå, âèðóñíûé ïîâåðõíîñòíûé ãëèêîïðîòåèí gp120 ñâÿçûâàåòñÿ ñ

ðåöåïòîðîì CD4 íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè; á ) ñâÿçûâàíèå ñ êîðåöåïòîðîì, gp120 ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîðåöåïòîðîì CCR5 èëè CXCR4 è

ïðåòåðïåâàåò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ; â ) ñëèÿíèå âèðóñíîé îáîëî÷êè è êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, ãèäðîôîáíàÿ ÷àñòü òðàíñìåìá-

ðàííîãî ãëèêîïðîòåèíà gp41 ÂÈ× ñâÿçûâàåòñÿ ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé, èíèöèèðóåòñÿ ñëèÿíèå âèðóñà ñ êëåòêîé.



÷åñêèì èñïûòàíèÿì ïðîãðàìì ãåííîé òåðàïèè èñïîëü-

çóåòñÿ èìåííî ýòîò ïîäõîä [8].

Íà ïðîäîëæèòåëüíîñòü äåéñòâèÿ ïðåïàðàòîâ ãåííîé

òåðàïèè âëèÿþò ðàçëè÷íûå ôàêòîðû. Èìååò çíà÷åíèå,

èíòåãðèðîâàí ëè òðàíñãåí â õðîìàòèí êëåòêè õîçÿèíà,

êàê â ñëó÷àå îíêîðåòðîâèðóñíûõ è ëåíòèâèðóñíûõ

âåêòîðîâ, èëè íàõîäèòñÿ â ÿäðå â âèäå âíåõðîìîñîì-

íûõ ýïèñîì (àäåíî-àññîöèèðîâàííûå âèðóñû, àäåíî-

âèðóñû è âèðóñû ãåðïåñà). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî

èíòåãðàöèÿ íå ÿâëÿåòñÿ ãàðàíòèåé ñòàáèëüíîé ýêñ-

ïðåññèè, òðàíñãåí ìîæåò çàìîë÷àòü ñ òå÷åíèåì âðåìå-

íè [9].

Î÷åíü âàæíî, â êàêîé âèä êëåòîê áóäåò âñòðîåí òå-

ðàïåâòè÷åñêèé ãåí. HSC ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðèâëå-

êàòåëüíóþ ìèøåíü äëÿ ãåííîé òåðàïèè ÂÈ×-1, ïî-

ñêîëüêó äàííûå ñòâîëîâûå êëåòêè ïðîèçâîäÿò âñå

êëåòêè, ó÷àñòâóþùèå â ÂÈ×-1 ïàòîãåíåçå (CD4+

Ò-ëèìôîöèòû, ìàêðîôàãè, äåíäðèòíûå êëåòêè è ìèê-

ðîãëèè) è èõ ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ îáåñïå÷èò çà-

ùèòó âñåãî ñïåêòðà ÂÈ× âîñïðèèì÷èâûõ êëåòîê. Ïðî-

äîëæèòåëüíîñòü æèçíè HSC êëåòîê ñîñòàâëÿåò ãîäû,

ïîýòîìó îíè ìîãóò ñëóæèòü â êà÷åñòâå íàäåæíîãî èñ-

òî÷íèêà ÂÈ×-1 óñòîé÷èâûõ êëåòîê êðîâè [8].

CD4+ Ò-ëèìôîöèòû òàêæå ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíû-

ìè ìèøåíÿìè äëÿ ãåííîé òåðàïèè ÂÈ×. Â ïîñëåäíèå

10 ëåò äîñòèãíóòû çíà÷èòåëüíûå óñïåõè â òåõíîëîãèè

ïîääåðæàíèÿ è âûðàùèâàíèÿ T-êëåòîê êðîâè âíå îðãà-

íèçìà. Òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü ìîäè-

ôèêàöèè Ò-êëåòîê ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ äîñòàòî÷íûõ äîç

êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà îò ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöè-

åíòîâ. Ðàííèå êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ êàñàëèñü ñêî-

ðåå ïðîâåðêè áåçîïàñíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìîäèôèöèðî-

âàííûõ CD4+ êëåòîê íà ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöè-

åíòàõ [10], îäíàêî îòìå÷åíî, ÷òî ó ïàöèåíòîâ,

ïîëó÷àâøèõ ìîäèôèöèðîâàííûå Ò-ëèìôîöèòû, âè-

ðóñíàÿ íàãðóçêà íå âîçðàñòàëà [11].

2. Öåëåâûå ìèøåíè äëÿ ÐÍÊ àãåíòîâ ãåííîé

òåðàïèè ÂÈ×

Ê ïðåïàðàòàì íà îñíîâå ÐÍÊ, èíãèáèðóþùèì îïðå-

äåëåííûå ñòàäèè æèçíåííîãî öèêëà ÂÈ×, îòíîñÿòñÿ

ðèáîçèìû, àíòèñìûñëîâûå ÐÍÊ, ÐÍÊ àïòàìåðû, ÐÍÊ

ïðèìàíêè, ìàëûå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ (siRNA).

Ðàçëè÷íûå ðåãèîíû ãåíîìà ÂÈ×, èñïîëüçóåìûå â êà-

÷åñòâå ìèøåíåé ïðè ãåííîé òåðàïèè, ïðèâåäåíû íà

ðèñ. 3.

Ñîîáùàåòñÿ î ïðîâåäåíèè ðÿäà êëèíè÷åñêèõ èñïû-

òàíèé ïðåïàðàòîâ ðèáîçèìîâ, ïîäàâëÿþùèõ ðåïëèêà-

öèþ ÂÈ× ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ ÐÍÊ

ãåíîâ tat, rev è U5 ðåãèîíà LTR (äëèííûå êîíöåâûå ïî-

âòîðû), íà ñòàäèÿõ I è II ôàçû [12 – 16]. Ñòâîëîâûå

êëåòêè, ïîëó÷åííûå îò ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ëèö,

ìîäèôèöèðîâàëè ðåòðîâèðóñíûì âåêòîðîì, íåñóùèì

òðàíñãåí ðèáîçèìà, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ââîäèëè îáðàò-

íî â îðãàíèçì ïàöèåíòà. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî äàííàÿ

òåðàïèÿ íå îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà âèðóñ-

íóþ íàãðóçêó, ïðîâåäåííûå èñïûòàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî

ïðèìåíåíèå ðèáîçèìîâ áåçîïàñíî.

Òàêæå áûëè ïðîâåäåíû êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ

ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå êîðîòêèõ è äëèííûõ òðàíñãåíîâ

àíòèñìûñëîâîé ÐÍÊ, ñïîñîáíîé ê îáðàçîâàíèþ íå-

ôóíêöèîíàëüíûõ äóïëåêñîâ ñ ÐÍÊ òðàíñêðèïòàìè

ÂÈ×. Ñîîáùàåòñÿ î ïðèìåíåíèè ÂÈ× êîðîòêèõ àíòè-

ñìûñëîâûõ ÐÍÊ, êîìïëåìåíòàðíûõ U5 ÐÍÊ è env

ÐÍÊ [17, 18].

Äðóãóþ ãðóïïó òåðàïåâòè÷åñêèõ ÐÍÊ ìîëåêóë, îëè-

ãîíóêëåîòèäíûå àïòàìåðû ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê öå-

ëåâûì ëèãàíäàì, ñèíòåçèðóþò èñêóññòâåííî, âûäåëÿÿ

èõ èç áèáëèîòåê ñëó÷àéíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìå-

òîäàìè ñåëåêöèè in vitro [19 – 21]. Õîòÿ èñïîëüçîâàíèå

àíòè-ÂÈ× àïòàìåðîâ âûãëÿäèò ìíîãîîáåùàþùèì,

êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ïîêà íå ïðîâîäèëèñü. Ïîòåí-

öèàëüíàÿ ïðîáëåìà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ñîçäàííûå èñ-

êóññòâåííî àïòàìåðû ìîãóò íå îáðàçîâûâàòü â êëåòêàõ

íåîáõîäèìîé äëÿ ýôôåêòèâíîãî ñâÿçûâàíèÿ áåë-

êîâ-ìèøåíåé òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýêñïðåññèÿ ÐÍÊ ïðèìàíîê, ïðåä-

ñòàâëÿþùèõ ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ, ñîîòâåò-

ñòâóþùèå ðåãóëÿòîðíûì ýëåìåíòàì TAR

(trans-activating response) è RRE (Rev responsive

element) ãåíîìà âèðóñà, ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî èíãè-

áèðîâàòü áåëêè àêòèâàòîðû òðàíñêðèïöèè âèðóñíûõ
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Ðèñ. 3. Ñõåìà ãåíîìà ÂÈ× è êîäèðóåìûå âèðóñîì áåëêè.

ãåíîâ Tat è Rev. Îäèí èç ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå Rev èí-

ãèáèðóþùåé ÐÍÊ ïðèìàíêè óñïåøíî ïðîøåë êëèíè-

÷åñêèå èñïûòàíèÿ [22].

Ìàëûå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ (siRNA) — êëàññ

äâóõöåïî÷å÷íûõ ÐÍÊ, äëèíîé 21 – 22 íóêëåîòèäîâ ñ 2

íåñïàðåííûìè âûñòóïàþùèìè íóêëåîòèäàìè íà

3’-êîíöàõ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò èì áûòü ðàñïîçíàííû-

ìè â ïðîöåññå ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè êëåòî÷íûìè ôåð-

ìåíòàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê äåãðàäàöèè ãîìîëîãè÷íîé

ìÐÍÊ-ìèøåíè. Çàïóñê ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè ìîæíî

èíèöèèðîâàòü ýêñïðåññèåé òðàíñãåííîãî ïðåäøåñò-

âåííèêà êîðîòêîé øïèëüêè (shRNA), êîòîðûé îò÷àñòè

íàïîìèíàåò ýíäîãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ìèê-

ðîÐÍÊ, ÷òî ïîçâîëÿåò åìó ýêñïîðòèðîâàòüñÿ â öèòî-

ïëàçìó è ïîäâåðãàòüñÿ ïðîöåññèíãó. Ìîëåêóëû shRNA

ðàçðåçàþòñÿ êëåòî÷íûìè ôåðìåíòàìè â ìàëûå èíòåð-

ôåðèðóþùèå ÐÍÊ (siRNA), êîòîðûå äàëåå ïåðåõîäÿò â

ÐÍÊ-èíäóöèðóåìûé êîìïëåêñ âûêëþ÷åíèÿ ãåíà

(RISC). Ýòîò êîìïëåêñ ñâÿçûâàåòñÿ è ðàçðåçàåò ìÐÍÊ

íà ó÷àñòêàõ êîìïëåìåíòàðíûõ siRNA. Ýêñïðåññèÿ

ïðåäøåñòâåííèêîâ êîðîòêèõ øïèëåê, êîäèðóþùèõ

siRNA âèðóñíûõ èëè êëåòî÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,

ìîæåò áûòü ëåãêî îñóùåñòâëåíà ñ ïîìîùüþ îáû÷íûõ âè-

ðóñíûõ âåêòîðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ãåííîé òåðàïèè [28].

ÂÈ×-1 áûë îäíèì èç ïåðâûõ èíôåêöèîííûõ àãåí-

òîâ, ñòàâøèì ìèøåíüþ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè â ðåçóëü-

òàòå õîðîøî èçó÷åííûõ æèçíåííîãî öèêëà âèðóñà è

ýêñïðåññèè åãî ãåíîâ. Ïðàêòè÷åñêè âñå òðàíñêðèïòû

ÂÈ×, â òîì ÷èñëå tat, rev, gag, pol, nef, vif, env, vpr è

ÐÍÊ LTR ðåãèîíà âîñïðèèì÷èâû ê íåãàòèâíîé ðåãóëÿ-

öèè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèåé â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ

[23 – 27]. Ñóùåñòâåííîé ïðîáëåìîé äëÿ êëèíè÷åñêîãî

ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòîâ, çàïóñêàþùèõ ìåõàíèçì

ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ñêîðîñòü îáðà-

çîâàíèÿ ìóòàöèé ÂÈ×, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ìîãóò ïîÿâ-

ëÿòüñÿ ìóòàíòû, ðåçèñòåíòíûå ê äàííîé òåðàïèè [25,

26, 32 – 36]. Îäèí èç ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ èçáåæàòü

äàííóþ ïðîáëåìó, — íàïðàâëåíèå äåéñòâèÿ ïðåïàðà-

òîâ ãåííîé òåðàïèè íà õîçÿéñêèå òðàíñêðèïòû, êîäè-

ðóþùèå êëþ÷åâûå ôóíêöèè, íåîáõîäèìûå äëÿ ïðî-

íèêíîâåíèÿ ÂÈ×-1 â êëåòêó è äëÿ ðåïëèêàöèè åãî ãå-

íîìà. Â ýòîé ñâÿçè ðàçðàáàòûâàþòñÿ ïðåïàðàòû ïðîòèâ

ÂÈ× ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåõàíèçìà ÐÍÊ-èíòåðôåðåí-

öèè, ïîçâîëÿþùèå ïîäâåðãíóòü íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè

ýêñïðåññèþ êëåòî÷íûõ êîôàêòîðîâ, òàêèõ êàê ÿäåðíûé

ôàêòîð êàïïà Â (NF-kB), ÂÈ× ðåöåïòîð CD4 è ÂÈ× è

êîðåöåïòîðû CCR5 (C-C ìîòèâ) è CXCR4 (C-X-C ìî-

òèâ). Ýòî ïîçâîëÿåò áëîêèðîâàòü âèðóñíóþ ðåïëèêà-

öèþ èëè ïðîíèêíîâåíèå âèðóñà â êëåòêó [25, 26, 32 –

36]. Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-

ñèè ðåöåïòîðà CD4 áûëà îòáðîøåíà ãåíåòè÷åñêèìè

èññëåäîâàíèÿìè, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ïîäîáíàÿ òå-

ðàïèÿ ìîæåò ïðèâåñòè ê ñåðüåçíûì èììóííûì íàðó-

øåíèÿì ó ïàöèåíòîâ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó,

CCR5 êîðåöåïòîð, òðîïíûé ê ìàêðîôàãàì, îñîáåííî

ïåðñïåêòèâåí â êà÷åñòâå ìèøåíè, òàê êàê íàðóøåíèÿ â

ñòðóêòóðå CCR5 ðåöåïòîðà íå îêàçûâàþò âëèÿíèÿ íà

èììóííóþ ñèñòåìó.

3. Öåëåâûå ìèøåíè äëÿ áåëêîâûõ àãåíòîâ ãåííîé

òåðàïèè ÂÈ×. Áåëêîâûå èíãèáèòîðû

Òàê æå êàê è ÐÍÊ-èíãèáèòîðû ÂÈ×, áåëêîâûå àãåí-

òû ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü êàê êëåòî÷íóþ, òàê è âèðóñ-
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Îñíîâíûå ãðóïïû âåêòîðíûõ ñèñòåì, ïðèìåíÿåìûõ â ãåííîé òåðàïèè [6]

Âåêòîð

Ãåíåòè-

÷åñêèé

ìàòåðèàë

Ìàêñèìàëü-

íûé ðàçìåð

âñòàâêè, ò.ï.î.

Òðîïèçì

Âîñïàëèòåëü-

íûé îòâåò

Ôîðìà ñóùåñòâîâà-

íèÿ ãåíîìà

âèðóñà â êëåòêàõ

Îñíîâíûå

îãðàíè÷åíèÿ

Ïðåèìóùåñòâà

Îáîëî÷å÷íûå âèðóñû

Ðåòðîâèðóñû ÐÍÊ 8 òîëüêî äåëÿ-

ùèåñÿ êëåòêè

íèçêèé èíòåãðèðîâàí â

ãåíîì õîçÿèíà

ê òðàíñäóêöèè äàííûõ

âåêòîðîâ ñïîñîáíû òîëü-

êî äåëÿùèåñÿ êëåòêè;

â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èí-

òåãðàöèÿ ìîæåò èíèöèè-

ðîâàòü îíêîãåíåç

óñòîé÷èâûé ïåðåíîñ ãå-

íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â

äåëÿùèåñÿ êëåòêè

Ëåíòèâèðóñû ÐÍÊ 8 øèðîêèé íèçêèé Èíòåãðèðîâàí â

ãåíîì

â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èí-

òåãðàöèÿ ìîæåò èíèöèè-

ðîâàòü îíêîãåíåç

óñòîé÷èâûé ïåðåíîñ ãå-

íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â

áîëüøèíñòâî òêàíåé îð-

ãàíèçìà

HSV-1 äöÄÍÊ 40
à

150
á

èñêëþ÷èòåëü-

íî äëÿ íåéðî-

íîâ

âûñîêèé Ýïèñîìàëüíàÿ âîñïàëèòåëüíûé îòâåò,

ïîÿâëåíèå âðåìåííîé ýê-

ñïðåññèè òðàíñãåíîâ â

äðóãèõ òêàíÿõ

âûñîêàÿ åìêîñòü äëÿ

âñòðîéêè ÷óæåðîäíîé

ÄÍÊ, òðîïèçì ê íåéðî-

íàì

Áåçîáîëî÷å÷íûå âèðóñû

AAV îöDNA < 5 øèðîêèé íèçêèé ýïèñîìàëüíàÿ

ôîðìà (> 90 %).

Èíòåãðèðîâàí â

ãåíîì (< 10 %)

ìàëåíüêàÿ åìêîñòü äëÿ

âñòðîéêè ÷óæåðîäíîé

ÄÍÊ

íåòîêñè÷íûé; íèçêèé

âîñïàëèòåëüíûé îòâåò

Àäåíîâèðóñ äöÄÍÊ 8
à

30000
â

øèðîêèé âûñîêèé ýïèñîìàëüíàÿ

ôîðìà

êàïñèä âûçûâàåò ìîù-

íûé âîñïàëèòåëüíûé îò-

âåò

î÷åíü ýôôåêòèâíàÿ

òðàíñäóêöèÿ äëÿ

áîëüøèíñòâà òêàíåé

à

äåôåêòèâíàÿ ðåïëèêàöèÿ;
á

âåêòîðû-àìïëèêîíû;
â

çàâèñèìîñòü îò âèðóñà ïîìîùíèêà;

AAV — àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñíûé âåêòîð; äöÄÍÊ-äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ; HSV-1 — âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà-1; îöÄÍÊ — îäíîöåïî÷å÷íàÿ

ÄÍÊ.



÷åñêèì èñïûòàíèÿì ïðîãðàìì ãåííîé òåðàïèè èñïîëü-

çóåòñÿ èìåííî ýòîò ïîäõîä [8].

Íà ïðîäîëæèòåëüíîñòü äåéñòâèÿ ïðåïàðàòîâ ãåííîé

òåðàïèè âëèÿþò ðàçëè÷íûå ôàêòîðû. Èìååò çíà÷åíèå,

èíòåãðèðîâàí ëè òðàíñãåí â õðîìàòèí êëåòêè õîçÿèíà,

êàê â ñëó÷àå îíêîðåòðîâèðóñíûõ è ëåíòèâèðóñíûõ

âåêòîðîâ, èëè íàõîäèòñÿ â ÿäðå â âèäå âíåõðîìîñîì-

íûõ ýïèñîì (àäåíî-àññîöèèðîâàííûå âèðóñû, àäåíî-

âèðóñû è âèðóñû ãåðïåñà). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî

èíòåãðàöèÿ íå ÿâëÿåòñÿ ãàðàíòèåé ñòàáèëüíîé ýêñ-

ïðåññèè, òðàíñãåí ìîæåò çàìîë÷àòü ñ òå÷åíèåì âðåìå-

íè [9].

Î÷åíü âàæíî, â êàêîé âèä êëåòîê áóäåò âñòðîåí òå-

ðàïåâòè÷åñêèé ãåí. HSC ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðèâëå-

êàòåëüíóþ ìèøåíü äëÿ ãåííîé òåðàïèè ÂÈ×-1, ïî-

ñêîëüêó äàííûå ñòâîëîâûå êëåòêè ïðîèçâîäÿò âñå

êëåòêè, ó÷àñòâóþùèå â ÂÈ×-1 ïàòîãåíåçå (CD4+

Ò-ëèìôîöèòû, ìàêðîôàãè, äåíäðèòíûå êëåòêè è ìèê-

ðîãëèè) è èõ ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ îáåñïå÷èò çà-

ùèòó âñåãî ñïåêòðà ÂÈ× âîñïðèèì÷èâûõ êëåòîê. Ïðî-

äîëæèòåëüíîñòü æèçíè HSC êëåòîê ñîñòàâëÿåò ãîäû,

ïîýòîìó îíè ìîãóò ñëóæèòü â êà÷åñòâå íàäåæíîãî èñ-

òî÷íèêà ÂÈ×-1 óñòîé÷èâûõ êëåòîê êðîâè [8].

CD4+ Ò-ëèìôîöèòû òàêæå ÿâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíû-

ìè ìèøåíÿìè äëÿ ãåííîé òåðàïèè ÂÈ×. Â ïîñëåäíèå

10 ëåò äîñòèãíóòû çíà÷èòåëüíûå óñïåõè â òåõíîëîãèè

ïîääåðæàíèÿ è âûðàùèâàíèÿ T-êëåòîê êðîâè âíå îðãà-

íèçìà. Òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü ìîäè-

ôèêàöèè Ò-êëåòîê ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ äîñòàòî÷íûõ äîç

êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà îò ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöè-

åíòîâ. Ðàííèå êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ êàñàëèñü ñêî-

ðåå ïðîâåðêè áåçîïàñíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìîäèôèöèðî-

âàííûõ CD4+ êëåòîê íà ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöè-

åíòàõ [10], îäíàêî îòìå÷åíî, ÷òî ó ïàöèåíòîâ,

ïîëó÷àâøèõ ìîäèôèöèðîâàííûå Ò-ëèìôîöèòû, âè-

ðóñíàÿ íàãðóçêà íå âîçðàñòàëà [11].

2. Öåëåâûå ìèøåíè äëÿ ÐÍÊ àãåíòîâ ãåííîé

òåðàïèè ÂÈ×

Ê ïðåïàðàòàì íà îñíîâå ÐÍÊ, èíãèáèðóþùèì îïðå-

äåëåííûå ñòàäèè æèçíåííîãî öèêëà ÂÈ×, îòíîñÿòñÿ

ðèáîçèìû, àíòèñìûñëîâûå ÐÍÊ, ÐÍÊ àïòàìåðû, ÐÍÊ

ïðèìàíêè, ìàëûå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ (siRNA).

Ðàçëè÷íûå ðåãèîíû ãåíîìà ÂÈ×, èñïîëüçóåìûå â êà-

÷åñòâå ìèøåíåé ïðè ãåííîé òåðàïèè, ïðèâåäåíû íà

ðèñ. 3.

Ñîîáùàåòñÿ î ïðîâåäåíèè ðÿäà êëèíè÷åñêèõ èñïû-

òàíèé ïðåïàðàòîâ ðèáîçèìîâ, ïîäàâëÿþùèõ ðåïëèêà-

öèþ ÂÈ× ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ ÐÍÊ

ãåíîâ tat, rev è U5 ðåãèîíà LTR (äëèííûå êîíöåâûå ïî-

âòîðû), íà ñòàäèÿõ I è II ôàçû [12 – 16]. Ñòâîëîâûå

êëåòêè, ïîëó÷åííûå îò ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ëèö,

ìîäèôèöèðîâàëè ðåòðîâèðóñíûì âåêòîðîì, íåñóùèì

òðàíñãåí ðèáîçèìà, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ââîäèëè îáðàò-

íî â îðãàíèçì ïàöèåíòà. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî äàííàÿ

òåðàïèÿ íå îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà âèðóñ-

íóþ íàãðóçêó, ïðîâåäåííûå èñïûòàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî

ïðèìåíåíèå ðèáîçèìîâ áåçîïàñíî.

Òàêæå áûëè ïðîâåäåíû êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ

ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå êîðîòêèõ è äëèííûõ òðàíñãåíîâ

àíòèñìûñëîâîé ÐÍÊ, ñïîñîáíîé ê îáðàçîâàíèþ íå-

ôóíêöèîíàëüíûõ äóïëåêñîâ ñ ÐÍÊ òðàíñêðèïòàìè

ÂÈ×. Ñîîáùàåòñÿ î ïðèìåíåíèè ÂÈ× êîðîòêèõ àíòè-

ñìûñëîâûõ ÐÍÊ, êîìïëåìåíòàðíûõ U5 ÐÍÊ è env

ÐÍÊ [17, 18].

Äðóãóþ ãðóïïó òåðàïåâòè÷åñêèõ ÐÍÊ ìîëåêóë, îëè-

ãîíóêëåîòèäíûå àïòàìåðû ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê öå-

ëåâûì ëèãàíäàì, ñèíòåçèðóþò èñêóññòâåííî, âûäåëÿÿ

èõ èç áèáëèîòåê ñëó÷àéíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìå-

òîäàìè ñåëåêöèè in vitro [19 – 21]. Õîòÿ èñïîëüçîâàíèå

àíòè-ÂÈ× àïòàìåðîâ âûãëÿäèò ìíîãîîáåùàþùèì,

êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ïîêà íå ïðîâîäèëèñü. Ïîòåí-

öèàëüíàÿ ïðîáëåìà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ñîçäàííûå èñ-

êóññòâåííî àïòàìåðû ìîãóò íå îáðàçîâûâàòü â êëåòêàõ

íåîáõîäèìîé äëÿ ýôôåêòèâíîãî ñâÿçûâàíèÿ áåë-

êîâ-ìèøåíåé òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ýêñïðåññèÿ ÐÍÊ ïðèìàíîê, ïðåä-

ñòàâëÿþùèõ ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÍÊ, ñîîòâåò-

ñòâóþùèå ðåãóëÿòîðíûì ýëåìåíòàì TAR

(trans-activating response) è RRE (Rev responsive

element) ãåíîìà âèðóñà, ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî èíãè-

áèðîâàòü áåëêè àêòèâàòîðû òðàíñêðèïöèè âèðóñíûõ
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Ðèñ. 3. Ñõåìà ãåíîìà ÂÈ× è êîäèðóåìûå âèðóñîì áåëêè.

ãåíîâ Tat è Rev. Îäèí èç ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå Rev èí-

ãèáèðóþùåé ÐÍÊ ïðèìàíêè óñïåøíî ïðîøåë êëèíè-

÷åñêèå èñïûòàíèÿ [22].

Ìàëûå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ (siRNA) — êëàññ

äâóõöåïî÷å÷íûõ ÐÍÊ, äëèíîé 21 – 22 íóêëåîòèäîâ ñ 2

íåñïàðåííûìè âûñòóïàþùèìè íóêëåîòèäàìè íà

3’-êîíöàõ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò èì áûòü ðàñïîçíàííû-

ìè â ïðîöåññå ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè êëåòî÷íûìè ôåð-

ìåíòàìè, ÷òî ïðèâîäèò ê äåãðàäàöèè ãîìîëîãè÷íîé

ìÐÍÊ-ìèøåíè. Çàïóñê ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè ìîæíî

èíèöèèðîâàòü ýêñïðåññèåé òðàíñãåííîãî ïðåäøåñò-

âåííèêà êîðîòêîé øïèëüêè (shRNA), êîòîðûé îò÷àñòè

íàïîìèíàåò ýíäîãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ìèê-

ðîÐÍÊ, ÷òî ïîçâîëÿåò åìó ýêñïîðòèðîâàòüñÿ â öèòî-

ïëàçìó è ïîäâåðãàòüñÿ ïðîöåññèíãó. Ìîëåêóëû shRNA

ðàçðåçàþòñÿ êëåòî÷íûìè ôåðìåíòàìè â ìàëûå èíòåð-

ôåðèðóþùèå ÐÍÊ (siRNA), êîòîðûå äàëåå ïåðåõîäÿò â

ÐÍÊ-èíäóöèðóåìûé êîìïëåêñ âûêëþ÷åíèÿ ãåíà

(RISC). Ýòîò êîìïëåêñ ñâÿçûâàåòñÿ è ðàçðåçàåò ìÐÍÊ

íà ó÷àñòêàõ êîìïëåìåíòàðíûõ siRNA. Ýêñïðåññèÿ

ïðåäøåñòâåííèêîâ êîðîòêèõ øïèëåê, êîäèðóþùèõ

siRNA âèðóñíûõ èëè êëåòî÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,

ìîæåò áûòü ëåãêî îñóùåñòâëåíà ñ ïîìîùüþ îáû÷íûõ âè-

ðóñíûõ âåêòîðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ãåííîé òåðàïèè [28].

ÂÈ×-1 áûë îäíèì èç ïåðâûõ èíôåêöèîííûõ àãåí-

òîâ, ñòàâøèì ìèøåíüþ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè â ðåçóëü-

òàòå õîðîøî èçó÷åííûõ æèçíåííîãî öèêëà âèðóñà è

ýêñïðåññèè åãî ãåíîâ. Ïðàêòè÷åñêè âñå òðàíñêðèïòû

ÂÈ×, â òîì ÷èñëå tat, rev, gag, pol, nef, vif, env, vpr è

ÐÍÊ LTR ðåãèîíà âîñïðèèì÷èâû ê íåãàòèâíîé ðåãóëÿ-

öèè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèåé â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ

[23 – 27]. Ñóùåñòâåííîé ïðîáëåìîé äëÿ êëèíè÷åñêîãî

ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòîâ, çàïóñêàþùèõ ìåõàíèçì

ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ñêîðîñòü îáðà-

çîâàíèÿ ìóòàöèé ÂÈ×, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ìîãóò ïîÿâ-

ëÿòüñÿ ìóòàíòû, ðåçèñòåíòíûå ê äàííîé òåðàïèè [25,

26, 32 – 36]. Îäèí èç ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ èçáåæàòü

äàííóþ ïðîáëåìó, — íàïðàâëåíèå äåéñòâèÿ ïðåïàðà-

òîâ ãåííîé òåðàïèè íà õîçÿéñêèå òðàíñêðèïòû, êîäè-

ðóþùèå êëþ÷åâûå ôóíêöèè, íåîáõîäèìûå äëÿ ïðî-

íèêíîâåíèÿ ÂÈ×-1 â êëåòêó è äëÿ ðåïëèêàöèè åãî ãå-

íîìà. Â ýòîé ñâÿçè ðàçðàáàòûâàþòñÿ ïðåïàðàòû ïðîòèâ

ÂÈ× ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåõàíèçìà ÐÍÊ-èíòåðôåðåí-

öèè, ïîçâîëÿþùèå ïîäâåðãíóòü íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè

ýêñïðåññèþ êëåòî÷íûõ êîôàêòîðîâ, òàêèõ êàê ÿäåðíûé

ôàêòîð êàïïà Â (NF-kB), ÂÈ× ðåöåïòîð CD4 è ÂÈ× è

êîðåöåïòîðû CCR5 (C-C ìîòèâ) è CXCR4 (C-X-C ìî-

òèâ). Ýòî ïîçâîëÿåò áëîêèðîâàòü âèðóñíóþ ðåïëèêà-

öèþ èëè ïðîíèêíîâåíèå âèðóñà â êëåòêó [25, 26, 32 –

36]. Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðåãóëÿöèè ýêñïðåñ-

ñèè ðåöåïòîðà CD4 áûëà îòáðîøåíà ãåíåòè÷åñêèìè

èññëåäîâàíèÿìè, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ïîäîáíàÿ òå-

ðàïèÿ ìîæåò ïðèâåñòè ê ñåðüåçíûì èììóííûì íàðó-

øåíèÿì ó ïàöèåíòîâ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó,

CCR5 êîðåöåïòîð, òðîïíûé ê ìàêðîôàãàì, îñîáåííî

ïåðñïåêòèâåí â êà÷åñòâå ìèøåíè, òàê êàê íàðóøåíèÿ â

ñòðóêòóðå CCR5 ðåöåïòîðà íå îêàçûâàþò âëèÿíèÿ íà

èììóííóþ ñèñòåìó.

3. Öåëåâûå ìèøåíè äëÿ áåëêîâûõ àãåíòîâ ãåííîé

òåðàïèè ÂÈ×. Áåëêîâûå èíãèáèòîðû

Òàê æå êàê è ÐÍÊ-èíãèáèòîðû ÂÈ×, áåëêîâûå àãåí-

òû ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü êàê êëåòî÷íóþ, òàê è âèðóñ-

Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 47, ¹ 12, 2013 7

Îñíîâíûå ãðóïïû âåêòîðíûõ ñèñòåì, ïðèìåíÿåìûõ â ãåííîé òåðàïèè [6]

Âåêòîð

Ãåíåòè-

÷åñêèé

ìàòåðèàë

Ìàêñèìàëü-

íûé ðàçìåð

âñòàâêè, ò.ï.î.

Òðîïèçì

Âîñïàëèòåëü-

íûé îòâåò

Ôîðìà ñóùåñòâîâà-

íèÿ ãåíîìà

âèðóñà â êëåòêàõ

Îñíîâíûå

îãðàíè÷åíèÿ

Ïðåèìóùåñòâà

Îáîëî÷å÷íûå âèðóñû

Ðåòðîâèðóñû ÐÍÊ 8 òîëüêî äåëÿ-

ùèåñÿ êëåòêè

íèçêèé èíòåãðèðîâàí â

ãåíîì õîçÿèíà

ê òðàíñäóêöèè äàííûõ

âåêòîðîâ ñïîñîáíû òîëü-

êî äåëÿùèåñÿ êëåòêè;

â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èí-

òåãðàöèÿ ìîæåò èíèöèè-

ðîâàòü îíêîãåíåç

óñòîé÷èâûé ïåðåíîñ ãå-

íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â

äåëÿùèåñÿ êëåòêè

Ëåíòèâèðóñû ÐÍÊ 8 øèðîêèé íèçêèé Èíòåãðèðîâàí â

ãåíîì

â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èí-

òåãðàöèÿ ìîæåò èíèöèè-

ðîâàòü îíêîãåíåç

óñòîé÷èâûé ïåðåíîñ ãå-

íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â

áîëüøèíñòâî òêàíåé îð-

ãàíèçìà

HSV-1 äöÄÍÊ 40
à

150
á

èñêëþ÷èòåëü-

íî äëÿ íåéðî-

íîâ

âûñîêèé Ýïèñîìàëüíàÿ âîñïàëèòåëüíûé îòâåò,

ïîÿâëåíèå âðåìåííîé ýê-

ñïðåññèè òðàíñãåíîâ â

äðóãèõ òêàíÿõ

âûñîêàÿ åìêîñòü äëÿ

âñòðîéêè ÷óæåðîäíîé

ÄÍÊ, òðîïèçì ê íåéðî-

íàì

Áåçîáîëî÷å÷íûå âèðóñû

AAV îöDNA < 5 øèðîêèé íèçêèé ýïèñîìàëüíàÿ

ôîðìà (> 90 %).

Èíòåãðèðîâàí â

ãåíîì (< 10 %)

ìàëåíüêàÿ åìêîñòü äëÿ

âñòðîéêè ÷óæåðîäíîé

ÄÍÊ

íåòîêñè÷íûé; íèçêèé

âîñïàëèòåëüíûé îòâåò

Àäåíîâèðóñ äöÄÍÊ 8
à

30000
â

øèðîêèé âûñîêèé ýïèñîìàëüíàÿ

ôîðìà

êàïñèä âûçûâàåò ìîù-

íûé âîñïàëèòåëüíûé îò-

âåò

î÷åíü ýôôåêòèâíàÿ

òðàíñäóêöèÿ äëÿ

áîëüøèíñòâà òêàíåé

à

äåôåêòèâíàÿ ðåïëèêàöèÿ;
á

âåêòîðû-àìïëèêîíû;
â

çàâèñèìîñòü îò âèðóñà ïîìîùíèêà;

AAV — àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñíûé âåêòîð; äöÄÍÊ-äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ; HSV-1 — âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà-1; îöÄÍÊ — îäíîöåïî÷å÷íàÿ

ÄÍÊ.



íóþ ìèøåíè. Ìóòàíòíàÿ ôîðìà ÂÈ× Rev áåëêà, íà-

çâàííàÿ M10, ñòàëà ïåðâûì áåëêîì, èñïîëüçóåìûì â

ãåííîé òåðàïèè ÂÈ× [37]. Ïðåäïîëîæèòåëüíî

Rev-M10 áëîêèðóåò âûõîä âèðóñíîé ÐÍÊ èç ÿäðà êëåò-

êè â öèòîïëàçìó è, òàêèì îáðàçîì, ïðåäîòâðàùàåò óïà-

êîâêó è ïîñëåäóþùèé ïåðåíîñ âèðóñíîé ÐÍÊ. Äàí-

íûé ìóòàíòíûé áåëîê — îäèí èç ëó÷øèõ ïîòåíöèàëü-

íûõ èíãèáèòîðîâ ðåïëèêàöèè ÂÈ×. Âíóòðèêëåòî÷íûå

àíòèòåëà è èíòðàêèíû òàêæå ÿâëÿþòñÿ ïîòåíöèàëüíû-

ìè èíãèáèòîðàìè ðåïëèêàöèè âèðóñà [38 – 44]. Ýòè

áåëêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ êëåòî÷íûìè èëè âèðóñíûìè áåë-

êàìè-ìèøåíÿìè, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåò ïðèâîäèò

ê ïðîòåàñîìíîìó ðàñùåïëåíèþ áåëêîâ-ìèøåíåé. Ê ñå-

ãîäíÿøíåìó ìîìåíòó êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ íà ÷å-

ëîâåêå ïðîâåäåíû òîëüêî äëÿ ãåíîòåðàïåâòè÷åñêîãî

ïðåïàðàòà íà îñíîâå áåëêà Rev-M10 [37].

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ, îãðàíè÷èâàþùèõ ðàñ-

ïðîñòðàíåíèå ÂÈ× â êëåòêàõ, ðàñøèðÿåò àðñåíàë ïðè-

ãîäíûõ äëÿ òåðàïèè ìîëåêóëÿðíûõ ïîäõîäîâ. Õîðîøî

èçó÷åíû ñâîéñòâà áåëêà TRIM5à (tripartite interaction

motif5), îáíàðóæåííîãî ó ìíîãèõ ïðèìàòîâ è èìåþùå-

ãî ôóíêöèþ ïîäàâëåíèÿ ðåòðîâèðóñíûõ èíôåêöèé. Ó

íåêîòîðûõ âèäîâ ìàêàê (ðåçóñ ìàêàê) áåëîê TRIM5à

ïîäàâëÿåò ðåïëèêàöèþ ÂÈ×-1 â êëåòêàõ, â òî âðåìÿ

êàê îðòîëîãè÷íûé TRIM5à áåëîê ÷åëîâåêà íå ñïîñî-

áåí ïðåïÿòñòâîâàòü æèçíåííîìó öèêëó ÂÈ× [45]. Âû-

ÿñíåíî, ÷òî òðèìåðíûé áåëîê TRIM5�rh ìàêàê âçàè-

ìîäåéñòâóåò ñ ãåêñàìåðíûì êàïñèäîì âèðóñà ñ ôîðìè-

ðîâàíèåì êîìïëåêñà “âèðóñ-TRIM5�rh” [46], ÷òî

áëîêèðóåò ýòàï “ðàçäåâàíèÿ” âèðóñà è ïåðåíîñ åãî

íóêëåèíîâîé êèñëîòû â ÿäðî êëåòêè [46 – 48].

Âñåãî ëèøü îäíà-äâå êëþ÷åâûå àìèíîêèñëîòû îï-

ðåäåëÿþò ðàçíèöó â ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÷åëî-

âå÷åñêîãî è ðåçóñ TRIM5� áåëêîâ è îòâåòñòâåííû çà

âîçìîæíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÂÈ×-1 êàïñèäîì

[47, 49, 50]. Êðîìå òîãî, TRIM5� îãðàíè÷èâàåò ÂÈ×-1

íà ïîçäíåé ôàçå ðåïëèêàöèè âèðóñà [51]. Îöåíêà ðàñ-

ïðîñòðàíåííîñòè ÂÈ× ñðåäè êèòàéñêèõ ïîòðåáèòåëåé

èíúåêöèîííûõ íàðêîòèêîâ è èçó÷åíèå ãåíåòè÷åñêèõ

îñîáåííîñòåé ñåðîíåãàòèâíûõ èíäèâèäóóìîâ ñâèäå-

òåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâàíèè ó íèõ åñòåñòâåííîé çà-

ùèòû, ïðåäïîëîæèòåëüíî òàêæå ñâÿçàííîé ñ íàëè÷èåì

îïðåäåëåííûõ ïîëèìîðôèçìîâ TRIM5� áåëêà [52].

Ðåçóëüòàòû äàííûõ èññëåäîâàíèé ïîääåðæàëè èäåþ

èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ãåíîòåðàïèè õèìåðíûõ ÷åëîâåê-ðå-

çóñ TRIM5� âàðèàíòîâ (TRIM5�rh-õó) [53] èëè èñêóñ-

ñòâåííî ìîäèôèöèðîâàííûõ âàðèàíòîâ TRIM5� áåëêà

÷åëîâåêà [50, 54], ÷òî ìèíèìèçèðóåò àíòèãåííîñòü ïðè

ïðîâåäåíèè ãåíîòåðàïèè. Èñïîëüçîâàíèå ìîäèôèöè-

ðîâàííîãî TRIM5�, êàê ÷àñòü êîìáèíèðîâàííîé àíòè-

ÂÈ× ãåíîòåðàïèè [55], êàæåòñÿ î÷åíü ìíîãîîáåùàþ-

ùèì [53].

Íåêîòîðûå ÷ëåíû APOBEC3 (A3) ñåìåéñòâà áåëêîâ,

â ÷àñòíîñòè A3F è A3G, èçâåñòíû êàê ïåðñïåêòèâíûå

ôàêòîðû êëåòîê õîçÿèíà, îáëàäàþùèå ïðîòèâîâèðóñ-

íîé àêòèâíîñòüþ. Äàííûå êàòàëèòè÷åñêèå ïîëèïåïòè-

äû ñïîñîáíû ñïåöèôè÷åñêè äåçàìèíèðîâàòü öèòîçèí â

óðàöèë â ñîñòàâå ìÐÍÊ èëè ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê íà-

êîïëåíèþ ìóòàöèé G/A è íàðóøåíèþ âèðóñíîãî ãåíî-

ìà. Áåëîê A3G ñïîñîáåí óïàêîâûâàòüñÿ â âèðèîí è

áëîêèðîâàòü îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ äåçàìèíèðîâà-

íèåì ìèíóñ-öåïè.

Îäíàêî ôàêòîð Vif (viral infectivity factor) âèðóñà îá-

ðàçóåò êîìïëåêñ ñ APOBEC3G è áëîêèðóåò àêòèâíîñòü

APOBEC3G. Ïðè íàëè÷èè Vif áåëêà APOBEC3G ñâÿ-

çûâàåòñÿ, óáèêâèòèíèðóåòñÿ, ïîäâåðãàåòñÿ äåãðàäàöèè

è òåðÿåò âîçìîæíîñòü âñòðàèâàòüñÿ â íîâûå âèðóñíûå

÷àñòèöû [56 – 58].

Èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé è îñîáåííîñòåé

ó÷àñòèÿ APOBEC3 áåëêîâ â ðåïëèêàöèè ÂÈ×-1 â ðàç-

ëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê ïðîäîëæàåòñÿ [59 – 64].

Ðàçðàáàòûâàþòñÿ íåêîòîðûå ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèå

ñòðàòåãèè, èñïîëüçóþùèå àêòèâíîñòü APOBEÑ3G

áåëêà, íàïðèìåð, ïðèìåíåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáè-

òîðîâ, áëîêèðóþùèõ âçàèìîäåéñòâèå Vif è

APOBEC3G èëè ïðåïÿòñòâóþùèõ âíóòðèêëåòî÷íîìó

ðàñïàäó APOBEC3G. Òåðàïèÿ äàííûìè àãåíòàìè ïî-

òåíöèàëüíî ìîæåò íàíåñòè âðåä ïàöèåíòó è, áëàãîäàðÿ

âûñîêîé ñêîðîñòè ìóòàãåíåçà, ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü

ÂÈ×-1 ýâîëþöèè è ðàçâèòèþ óñòîé÷èâîñòè, ïîýòîìó â

äàííîì ñëó÷àå ïîä÷åðêèâàåòñÿ íåîáõîäèìîñòü òùà-

òåëüíåéøåé îöåíêè áåçîïàñíîñòè [65, 66]. Äðóãàÿ

ñòðàòåãèÿ èñïîëüçóåò áåëîê Chim3 — äîìèíàíòíî-íå-

ãàòèâíóþ ìóòàíòíóþ ïðîèçâîäíóþ VIF. Chim3 íå áëî-

êèðóåò èíòåãðàöèþ ïóòåì èíäóêöèè A3G äåãðàäàöèè,

à áëîêèðóåò íàêîïëåíèå ðåòðîòðàíñêðèïòà, óìåíüøàÿ

ÂÈ×-1-âûõîä â ïðîöåññå èíôèöèðîâàíèÿ CD4 +

Ò-êëåòîê [67]. Èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè âçàè-

ìîäåéñòâèÿ Vpu áåëêà ÂÈ×-1 ñ õîçÿéñêèì áåëêîì

BST-2 (òåòåðèí, êîñòíîìîçãîâîé ñòðîìàëüíûé êëåòî÷-

íûé àíòèãåí 2) ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíîãî èí-

òåðåñà è ìîæåò äàòü íîâîå ïîêîëåíèå ÂÈ×-1 èíãèáè-

òîðîâ [68 – 82].

Äðóãîé ïîäõîä, êîòîðûé ìîæåò ïîìî÷ü èñêîðåíèòü

ÂÈ× èç îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, — ýòî èñïîëüçîâàíèå

tre-ðåêîìáèíàçíîãî àãåíòà â ñî÷åòàíèè ñ ÂÀÀÐÒ.

Tre-ðåêîìáèíàçà — ýòî ìîäèôèöèðîâàííûé ìåòîäîì

áåëêîâîé ýâîëþöèè ôåðìåíò íà îñíîâå cre-ðåêîìáèíà-

çû, ñïîñîáíûé ðàñïîçíàâàòü àñèììåòðè÷íûå ïîñëåäî-

âàòåëüíîñòè LTR ðåãèîíîâ ÂÈ×-1 è âûùåïëÿòü èíòåã-

ðèðîâàííóþ ïðîâèðóñíóþ ÄÍÊ èç ãåíîìà èíôèöèðî-

âàííûõ êëåòîê [83].

Åùå îäíèì ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì â ðàçðà-

áîòêå áåëêîâûõ èíãèáèòîðîâ ÂÈ× ÿâëÿþòñÿ ðåêîìáè-

íàíòíûå áåëêè, ñïîñîáíûå ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÂÈ× gp41 íà

ïîâåðõíîñòè êëåòîê, áëîêèðóÿ òåì ñàìûì ïðîíèêíîâå-

íèå âèðóñà [84, 85]. Äàííûå áåëêîâûå èíãèáèòîðû ìî-

ãóò áûòü ýêñïðåññèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåòðîâè-

ðóñíûõ èëè ëåíòèâèðóñíûõ âåêòîðîâ, è ÿâëÿþòñÿ

óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ ðàçðàáîòêè íà èõ îñíîâå ïðåïà-

ðàòîâ ãåííîé òåðàïèè.

4. Àäðåñíîå âîçäåéñòâèå íà CCR5 ìèøåíü

Öèòîêèíîâûé ðåöåïòîð 5 (CCR5) — îñíîâíîé ìî-

ëåêóëÿðíûé êîðåöåïòîð, èñïîëüçóåìûé ÂÈ× äëÿ ïðî-

íèêíîâåíèÿ â êëåòêè [86]. Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó ëþ-

äåé, â ãåíîìå êîòîðûõ åñòü ìóòàöèÿ CCR5�32, âèðóñ
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ïðèÿòèé ïî ðàçâèòèþ ãåííîé òåðàïèè ìîæíî îæèäàòü,

÷òî ê 2025 ã. ÐÔ âûâåäåò íà îòêðûòûé ðûíîê íå ìåíåå

30 ãåííî-òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ [5]. Ïðè ýòîì

îáúåì ðûíêà ðîññèéñêèõ ïðåïàðàòîâ ñîñòàâèò îò 22 äî

40 ìëðä äîëëàðîâ ÑØÀ ê 2030 ã.

Ãåííàÿ òåðàïèÿ îïðåäåëÿåòñÿ êàê ââåäåíèå òðàíñãå-

íà, êîäèðóþùåãî ÐÍÊ èëè áåëêîâûå àãåíòû, â êëåòêè

ïàöèåíòîâ ñ ïîìîùüþ âåêòîðîâ ïåðåíîñà. Èñïîëüçóå-

ìûå â ãåííîé òåðàïèè îñíîâíûå òèïû âåêòîðîâ ïðèâå-

äåíû â òàáë. 1 [6].

Ïî ñâîåé ïðèðîäå âñå êëåòêè â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà

ñîäåðæàò ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë, ÷òî äåëàåò èõ ïîòåí-

öèàëüíîé ìèøåíüþ äëÿ ãåííîé òåðàïèè. Îäíàêî ýòè

êëåòêè ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû íà 2 îñíîâíûå êàòåãî-

ðèè: ñîìàòè÷åñêèå, ê êîòîðûì ïðèíàäëåæèò áîëüøèí-

ñòâî êëåòîê òåëà, è çàðîäûøåâûå (ïîëîâûå) êëåòêè, ê

êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ÿéöåêëåòêè è ñïåðìàòîçîèäû. Òåî-

ðåòè÷åñêè ïîäâåðãíóòü ãåíåòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì

ìîæíî êàê ñîìàòè÷åñêèå, òàê è ïîëîâûå êëåòêè.

Èñïîëüçîâàíèå ãåííîé òåðàïèè íà óðîâíå çàðîäû-

øåâûõ êëåòîê ïðèâîäèò ê ïîñòîÿííûì èçìåíåíèÿì,

ïåðåäàþùèìñÿ ïî íàñëåäñòâó ïîñëåäóþùèì ïîêîëå-

íèÿì. Ïðèâëåêàòåëüíîñòü ýòîãî ïîäõîäà çàêëþ÷àåòñÿ â

ïîÿâëåíèè ïîñòîÿííîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà íå

òîëüêî ó ïàöèåíòà, íî è ó åãî ïîòîìêîâ, íàñëåäóþùèõ

öåëåâîé ãåí-ìèøåíü. Â ðåçóëüòàòå ìîæíî ïîëíîñòüþ è

íàâñåãäà èñêîðåíèòü çàáîëåâàíèå â êîíêðåòíîé ñåìüå,

è â êîíå÷íîì èòîãå ó âñåãî íàñåëåíèÿ â öåëîì. Îäíàêî

îáîñíîâàííîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ãåííîé òåðàïèè íà

óðîâíå çàðîäûøåâûõ êëåòîê ðîæäàåò ñåðüåçíûå ñïî-

ðû. Èñêóññòâåííîå èçìåíåíèå ãåíîìà ïóòåì ââåäåí-

íûõ â çàðîäûøåâûå êëåòêè ïîñòîÿííûõ ãåíåòè÷åñêèõ

ìîäèôèêàöèé ìîæåò íà ïðàêòèêå îêàçàòü íåïðåäñêà-

çóåìîå ïîáî÷íîå äåéñòâèå íà çäîðîâüå ÷åëîâåêà è áî-

ëåå òîãî, âûçâàòü äðàìàòè÷åñêèå ïîñëåäñòâèÿ äëÿ áó-

äóùèõ ïîêîëåíèé. Íî îñíîâíàÿ ïðîáëåìà â äðóãîì:

ïîìèìî îçàáî÷åííîñòè ïî ïîâîäó òåõíè÷åñêèõ àñïåê-

òîâ, ãåíîòåðàïèÿ çàðîäûøåâûõ êëåòîê ðàññìàòðèâàåò-

ñÿ è øèðîêî îáñóæäàåòñÿ êàê “èãðû â Áîãà” [7].

Ïðèìåíåíèå ãåííîé òåðàïèè ê ñîìàòè÷åñêèì êëåò-

êàì ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê áîëåå êîíñåðâàòèâíûé è

áåçîïàñíûé ïîäõîä, ïîñêîëüêó ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôè-

êàöèè ïîäâåðãàþòñÿ òîëüêî öåëåâûå êëåòêè ïàöèåíòà.

Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè íåðåïðîäóêòèâíû è èçìåíåííàÿ

ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìàöèÿ íå ïåðåäàåòñÿ áóäóùèì ïî-

êîëåíèÿì. Äðóãèìè ñëîâàìè, òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò

çàêàí÷èâàåòñÿ íà ÷åëîâåêå, êîòîðûé ïîëó÷àåò ëå÷åíèå.

Îñíîâíàÿ ïðîáëåìà òåðàïèè íà óðîâíå ñîìàòè÷å-

ñêèõ êëåòîê — íåäîëãîâå÷íîñòü òåðàïåâòè÷åñêîãî ýô-

ôåêòà. Êëåòêè áîëüøèíñòâà òêàíåé â êîíå÷íîì ñ÷åòå

óìèðàþò è çàìåíÿþòñÿ íîâûìè, ïîýòîìó ïîñòîÿííî

íåîáõîäèìû ïîâòîðíûå êóðñû ëå÷åíèÿ íà ïðîòÿæåíèè

âñåé æèçíè ïàöèåíòà. Ââåäåíèÿ ãåíåòè÷åñêîé èíôîð-

ìàöèè â êëåòêè-ìèøåíè èëè òêàíè ïàöèåíòà òàêæå ñî-

ïðÿæåíî ñ ðÿäîì ïðîáëåì. Íî, íåñìîòðÿ íà ñëîæíî-

ñòè, âñå âåäóùèåñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ðàçðàáîòêè

íàöåëåíû èìåííî íà èçìåíåíèå ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ãëàâíîå ïðåèìóùåñòâî ãåííîé òåðàïèè ñîìàòè÷åñêèõ

êëåòîê — âîçäåéñòâèå òîëüêî íà ÷àñòü êëåòîê (êëåò-

êè-ìèøåíè) ôàêòè÷åñêîãî ïàöèåíòà è èñêëþ÷åíèå ïå-

ðåäà÷è ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè åãî äåòÿì. Ãåíåòè-

÷åñêèå ìîäèôèêàöèè çàðîäûøåâûõ êëåòîê ñ÷èòàþòñÿ

ñïîðíûìè è çàïðåùåíû, íàïðèìåð â Åâðîïåéñêîì

Ñîþçå, â îñíîâíîì èç-çà ñåðüåçíûõ ýòè÷åñêèõ ïðî-

áëåì [7].

Ãåííàÿ òåðàïèÿ ìîæåò ïðîâîäèòüñÿ in vivo è ex vivo.

In vivo ïîäðàçóìåâàåò ââåäåíèå ãåíîòåðàïåâòè÷åñêîãî

ìàòåðèàëà íåïîñðåäñòâåííî â òêàíè (êëåòêè êðîâè,

ìûøöû, ëåãêèå, îïóõîëè è ò.ä.) ïàöèåíòà. Ex vivo

ãåííàÿ òåðàïèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òåõíîëîãèþ, îñíî-

âàííóþ íà òðàíñïëàíòàöèè (èíôóçèè) ãåíåòè÷åñêè ìî-

äèôèöèðîâàííûõ êëåòîê ïàöèåíòó. Ïðè ýòîì èç îðãà-

íèçìà èçîëèðóþòñÿ è êóëüòèâèðóþòñÿ êëåòêè ñïåöè-

ôè÷åñêîãî òèïà, íàïðèìåð, ãåìîïîýòè÷åñêèå

ñòâîëîâûå êëåòêè HSC, â íèõ ââîäÿòñÿ òåðàïåâòè÷å-

ñêèå òðàíñãåíû, ïðîâîäèòñÿ îòáîð êëîíîâ ñ âûñîêèì

óðîâíåì ýêñïðåññèè òðåáóåìîãî ãåíà è èñêëþ÷àþòñÿ

êëîíû ñ îïàñíûìè òðàíñôîðìàöèÿìè. Îòîáðàííûå ìî-

äèôèöèðîâàííûå êëåòêè ââîäÿòñÿ òîìó æå ïàöèåíòó.

Ïðåèìóùåñòâîì ãåííîé òåðàïèè ex vivo ÿâëÿåòñÿ âîç-

ìîæíîñòü îõàðàêòåðèçîâàòü ïîëó÷åííûå òðàíñôîðìè-

ðîâàííûå êëåòêè äî èõ òðàíñïëàíòàöèè â îðãàíèçì. Â

íàñòîÿùåå âðåìÿ â áîëüøèíñòâå äîïóùåííûõ ê êëèíè-
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Ðèñ. 2. Ïðîíèêíîâåíèå ÂÈ× â êëåòêó-õîçÿèíà: à ) CD4-ñâÿçûâàíèå, âèðóñíûé ïîâåðõíîñòíûé ãëèêîïðîòåèí gp120 ñâÿçûâàåòñÿ ñ

ðåöåïòîðîì CD4 íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè; á ) ñâÿçûâàíèå ñ êîðåöåïòîðîì, gp120 ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîðåöåïòîðîì CCR5 èëè CXCR4 è

ïðåòåðïåâàåò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ; â ) ñëèÿíèå âèðóñíîé îáîëî÷êè è êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, ãèäðîôîáíàÿ ÷àñòü òðàíñìåìá-

ðàííîãî ãëèêîïðîòåèíà gp41 ÂÈ× ñâÿçûâàåòñÿ ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé, èíèöèèðóåòñÿ ñëèÿíèå âèðóñà ñ êëåòêîé.
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Possibilities of the application of gene therapy, based on the introduction of transgenes into patient’s cell nuclei in order to express anti-HIV agents interfe-

ring the virus life cycle (by analogy with highly active antiretroviral therapy (HAART), are considered. In contrast to HAART, the anti-HIV agents are suppo-

sed to be expressed permanently after one treatment. These anti-HIV agents can represent various kinds of RNA like ribozymes, antisense RNA, RNA apta-

mers, RNA decoys and small interfering RNA (siRNA) or proteins such as RevM10, intracellular antibodies, and intrakines. The results of first clinical trials

showed that it is difficult to achieve and maintain sufficient levels of anti-HIV activity in modified cells because of decaying (silencing) expression of an-

ti-HIV agents from integrated vector genomes over time. It is probably safe to isolate somatic cells from a HIV infected patient, modify the cells genetically

with vectors, und reinfuse them into the patient. There are several possible strategies in suppressing the expression of chermokine coreceptor CCR5 by means

of gene therapy, but all are connected with the disadvantage of silencing expression of anti-CCR5 agents. The treatment of HIV infected cells with tre-recom-

binases leads to excision of the integrated HIV proviral DNA from the genome in experiments with cell lines and on mice. This is a promising way to destroy

latent virus reservoirs and eradicate the virus from the body. Thus, gene therapy promises to be an important component on the long way to develop an effec-

tive treatment or even a cure of the HIV infection.
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ÂÈ× 1 íå ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â êëåòêè, òàê êàê íå

èìååò òðîïèçìà ê ìóòàíòíîìó CCR5 áåëêó. Ýòî ïðèâî-

äèò ê óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê çàðàæåíèþ ÂÈ× ó èíäè-

âèäóóìîâ, èìåþùèõ ãîìîçèãîòíóþ ìóòàöèþ, è ê ïî-

âûøåííîé ñîïðîòèâëÿåìîñòè â ñëó÷àå ãåòåðîçèãîòíîé

ìóòàöèè [87, 88]. Äàííîå íàáëþäåíèå ïîñëóæèëî

òîë÷êîì ê ðàçðàáîòêå ïðîòèâî-ÂÈ× ëåêàðñòâåííûõ

ïðåïàðàòîâ, äåéñòâèå êîòîðûõ îñíîâàíî íà íàðóøåíèè

âçàèìîäåéñòâèÿ âèðóñà è CCR5 êîðåöåïòîðà. Ïðèìå-

ðîì ÿâëÿåòñÿ îäîáðåííûé ê ïðèìåíåíèþ ïðåïàðàò ÂÀ-

ÀÐÒ “Ìàðàâèðîê” [1, 89, 90].

Òàêæå âåäóòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, íà-

ïðàâëåííûå íà ðàçðàáîòêó ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ïðå-

ïàðàòîâ, äåéñòâèå êîòîðûõ çàêëþ÷àåòñÿ â ñóùåñòâåí-

íîì ñíèæåíèè èëè ïîëíîì ïîäàâëåíèè ýêñïðåññèè

CCR5. Ðåçóëüòàòû íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿþò

íàäåÿòüñÿ íà óñïåõ â ýòîì íàïðàâëåíèè. Òàê ó ïàöèåí-

òà (“áåðëèíñêèé ïàöèåíò”), êîòîðîìó òðàíñïëàíòèðî-

âàëè ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå ïðîãåíèòîðíûå êëåò-

êè (HSC) îò äîíîðà, íåñóùåãî CCR5�32 ìóòàöèþ, íà-

áëþäàëîñü ïîëíîå óäàëåíèå ÂÈ×-1 èíôåêöèè ïðè

îòñóòñòâèè îáû÷íîé ïðîòèâîâèðóñíîé òåðàïèè [91].

Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ ÂÈ× ïóòåì òðàíñ-

ïëàíòàöèè Ò-êëåòîê îò CCR5-îòðèöàòåëüíîãî äîíîðà,

èìåþùåãî ìóòàöèþ, äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî ïî-

ëó÷åíèå ïîäîáíûõ êëåòîê â îðãàíèçìå ÂÈ×-ïàöèåíòà

ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ òàêæå

ìîæåò áûòü î÷åíü ýôôåêòèâíûì.

4.1. Ïîäàâëåíèå CCR5 ýêñïðåññèè ïóòåì ãåííîé

òåðàïèè

Òàêèå ïîäõîäû, êàê ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèÿ, ðèáîçè-

ìû, àíòèñìûñëîâûå ÐÍÊ è ñåêâåñòðàöèÿ áåëêà, ïîñëå-

äóþùàÿ çà ýêñïðåññèåé âíóòðèêëåòî÷íûõ àíòèòåë ê

CCR5 [92], ïîäàâëÿþò ýêñïðåññèþ CCR5 äëÿ òîãî,

÷òîáû èìèòèðîâàòü CCR5-îòðèöàòåëüíûå êëåòêè.

Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âîçìîæ-

íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè äëÿ ïîäàâ-

ëåíèÿ ýêñïðåññèè CCR5 ñ íàïðàâëåííîé äîñòàâêîé

ïðåäøåñòâåííèêîâ ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ â

Ò-êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàíî÷àñòèö (ëèïîñîì, óãëåðîä-

íûõ íàíîòðóáîê è äð.), íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ èììî-

áèëèçîâàíû àíòèòåëà è äðóãèå âåêòîðû [93, 94]. Àëü-

òåðíàòèâíûé ïîäõîä çàêëþ÷àåòñÿ â äîñòèæåíèè ïîñòî-

ÿííîé ýêñïðåññèè ïðåäøåñòâåííèêîâ ìàëûõ

èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ, shRNA ñ ïîìîùüþ ìîäèôè-

êàöèè êëåòîê ëåíòèâèðóñíûìè âåêòîðàìè [107 – 109].

Ñòðàòåãèÿ ïî íàïðàâëåííîé äîñòàâêå ëåíòèâèðóñíûõ

âåêòîðîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ shRNA â CCR5+ êëåòêè,

ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà ïðèìåðå PBMC-òðàíñïëàíòè-

ðîâàííûõ ìûøåé [98].

Îïèñàí ïðèìåð îáúåäèíåíèÿ àíòè-CCR5 shRNA ñ

õèìåðíûì ãåíîì TRIM5� áåëêà è ãåíîì TAR-ïðèìàí-

êè â 1 ëåíòèâèðóñíîì âåêòîðå ñ öåëüþ ìîäèôèêàöèè

CD34+ HSC êëåòîê. Äàííûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ïî-

äàâëÿòü æèçíåííûé öèêë âèðóñà íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ

ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó (àíòè-CCR5 shRNA àãåíò),

ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ ïåðåä èíòåãðàöèåé â ãåíîìíóþ

ÄÍÊ (õèìåðíûé TRIM5¹ àãåíò) è ïîñëå èíòåãðàöèè

(TAR ïðèìàíêà àãåíò) áûë îïðîáîâàí â ýêñïåðèìåíòàõ

in vitro è in vivo íà ìûøàõ [53, 99].

shRNA ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû â ôîðìå èñ-

êóññòâåííûõ ìèêðîÐÍÊ, êîòîðûå áîëåå ýôôåêòèâíû

ïî ñðàâíåíèþ ñ siRNA, — çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå ÷èñëî

ìîëåêóë ìèêðîÐÍÊ â êëåòêå ïðèâîäèò ê àíàëîãè÷íîìó

óðîâíþ èíãèáèðîâàíèÿ [100 – 102]. Â íàñòîÿùåå âðå-

ìÿ â Ðîññèè âî ÔÁÓÍ ÖÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè Ðîñïîò-

ðåáíàäçîðà âåäåòñÿ ðàçðàáîòêà ïðîòèâîâèðóñíîé êîí-

ñòðóêöèè, â ñîñòàâ êîòîðîé äîëæíû âîéòè ìèêðîÐÍÊ

ïðîòèâ ðåöåïòîðà CCR5. Äîñòàâêà ýòîé êîíñòðóêöèè â

êëåòêó áóäåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñ-

íîãî âåêòîðà. Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ CCR5 ðåöåïòîðà

ñîçäàíà êîìáèíàöèÿ èç 2 èñêóññòâåííûõ ìèêðîÐÍÊ, åå

ýôôåêòèâíîñòü ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà èíäèêàòîðíîé

ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà [103, 104].

Åùå îäèí ïîäõîä ê âûêëþ÷åíèþ ãåíà CCR5 îñíî-

âàí íà èñïîëüçîâàíèè CCR5 ðèáîçèìîâ, êàê îäíîãî èç

âàðèàíòîâ ãåííîé òåðàïèè. Îïèñàí ñëó÷àé äîñòàâêè

àíòè-CCR5 ðèáîçèìíîãî àãåíòà ëåòíèâèðóñíûì âåêòî-

ðîì ê CD34+ ãåìîïîýòè÷åñêèì ñòâîëîâûì êëåòêàì èç

ëèìôîìû áîëüíûõ ÑÏÈÄîì ïàöèåíòîâ, ïåðåíåñøèõ

õèìèîòåðàïèþ è ïîäâåðãøèõñÿ òðàíñïëàíòàöèè ñâîèõ

æå ñîáñòâåííûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

[105]. Ïðèñóòñòâèå â îðãàíèçìå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-

ùèõ ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, ÷åðåç 24 ìåñ ïîñëå òðàíñ-

ïëàíòàöèè äåìîíñòðèðóåò îáîñíîâàííîñòü ïðèìåíå-

íèÿ äàííîãî ïîäõîäà.

Áîëüíûå ÑÏÈÄîì ïàöèåíòû ñ íàëè÷èåì çàáîëåâà-

íèé ëèìôàòè÷åñêîé òêàíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíè-

êàëüíóþ ãðóïïó äëÿ îöåíêè àíòè-ÂÈ× òåðàïèè, îñíî-

âàííîé íà èñïîëüçîâàíèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ

êëåòîê, åñëè ïîñëåäíèå ïðîèçâåäåíû è ñîáðàíû ïåðåä

õèìèîòåðàïèåé. Îáà ýòè ôàêòîðà îáåñïå÷èâàþò âîç-

ìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëå-

òîê, îáëàäàþùèõ àíòè-ÂÈ× ñâîéñòâàìè, à òàêæå óâå-

ëè÷èâàþò øàíñ ïðèæèâëåíèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ

ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê.

Íåñìîòðÿ íà ïîòåíöèàëüíóþ ïðèâëåêàòåëüíîñòü

âñåõ îïèñàííûõ âûøå ïîäõîäîâ, ïðîöåññ äîñòèæåíèÿ

è ïîääåðæàíèÿ äîñòàòî÷íîãî óðîâíÿ àíèòè-CCR5 àê-

òèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ òðóäîçàòðàòíûì è ÷àñòî âîîáùå íå-

âûïîëíèìûì. Îãðàíè÷åíèÿ âûøåóïîìÿíóòûõ ìåòîäîâ

ñïîñîáåí ïðåîäîëåòü ïîäõîä, îñíîâàííûé íà èñïîëü-

çîâàíèè íóêëåàç òèïà “öèíêîâûå ïàëüöû” (zinc finger

nucleases, ZFN). Äàííàÿ ñòðàòåãèÿ îáåñïå÷èò ïîñòîÿí-

íîå îòêëþ÷åíèå CCR5 ãåíà áåç íåîáõîäèìîñòè ïîä-

äåðæàíèÿ äîëãîñðî÷íîé ýêñïðåññèè ZFN àãåíòà â

êëåòêàõ [32].

4.2. Âûêëþ÷åíèå ãåíà CCR5 ñ èñïîëüçîâàíèåì

íóêëåàç “öèíêîâûå ïàëüöû”

Íóêëåàçû “öèíêîâûå ïàëüöû” ýòî ðåêîìáèíàíòíûå

áåëêè, ñîñòîÿùèå èç 2 äîìåíîâ: ÄÍÊ ñâÿçûâàþùåãî

äîìåíà òèïà “öèíêîâûå ïàëüöû” è äîìåíà ñ àêòèâíî-

ñòüþ ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè ïåðâîãî òèïà [106].
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ÄÍÊ ñâÿçûâàþùèé äîìåí ñîñòîèò èç íàáîðà èñêóñ-

ñòâåííî ñêîíñòðóèðîâàííûõ ïåïòèäíûõ ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòåé òèïà “öèíêîâûå ïàëüöû”, îáëàäàþùèõ

ñïîñîáíîñòüþ ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàòüñÿ ñ öåëåâîé ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ. Ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ

îáåñïå÷èâàåòñÿ ïðèñóòñòâèåì íà êîíöå êàæäîãî “ïàëü-

öà” ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç 3 – 4 àìèíîêèñëîòíûõ îñ-

òàòêîâ, êîòîðûå ñïåöèôè÷íî âçàèìîäåéñòâóþò ñ 3 èëè

4 ïàðàìè íóêëåîòèäîâ â öåïè ÄÍÊ. Èçìåíåíèå àìèíî-

êèñëîòíîé êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè “öèíêîâîãî

ïàëüöà” èçìåíÿåò åãî ñïåöèôè÷íîñòü ê ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòè ÄÍÊ. Èñïîëüçîâàíèå ðÿäà “öèíêîâûõ ïàëüöåâ”

ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü äëèíó ðàñïîçíàâàíèÿ öåëåâîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ è ñîîòâåòñòâåííî ñïåöèôè÷-

íîñòü äåéñòâèÿ ôåðìåíòà. Èñïîëüçîâàíèå äàííîãî

ïîäõîäà ïîçâîëÿåò ñêîíñòðóèðîâàòü íóêëåàçó ZNF,

ñïîñîáíóþ ñ âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ

òîëüêî ñ óíèêàëüíîé öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ â

ãåíîìå ÷åëîâåêà [32].

ZFN ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê èñêóññòâåííî ñêîí-

ñòðóèðîâàííóþ ðåñòðèêòàçó, ñïîñîáíóþ ðàñùåïëÿòü

ÄÍÊ â ñàéòå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ôåðìåíòà ñ

ÄÍÊ. Ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ

çàäåéñòâóåòñÿ ìåõàíèçì ðåïàðàöèè äâóíèòåâûõ ðàçðû-

âîâ ÄÍÊ, ïðîòåêàþùèé ïðåèìóùåñòâåííî ïî ìåõà-

íèçìó íåãîìîëîãè÷íîãî âîññîåäèíåíèå êîíöîâ

(NHEJ). Ðåïàðàöèÿ ïî ìåõàíèçìó NHEJ ðåäêî áûâàåò

áåçîøèáî÷íîé è, êàê ïðàâèëî, ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ

â îáëàñòè ðàçðûâà ãåíîìà íåáîëüøèõ äåëåöèé èëè èí-

ñåðöèé, âñëåäñòâèå ÷åãî íàðóøàþòñÿ îòêðûòûå ðàìêè

ñ÷èòûâàíèÿ (ORF) â äàííîé îáëàñòè. Ïàðà íóêëåàç

ZFN, ñïåöèôè÷íàÿ ê ôðàãìåíòó ãåíîìà, êîäèðóþùåìó

N êîíöåâîé ó÷àñòîê CCR5 ÷åëîâåêà, îïèñàíà â ðàáîòàõ

[107, 108]. Â äàííîì ñëó÷àå â ðåçóëüòàòå ðåïàðàöèè

ÄÍÊ ñ âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ äóïëèöèðóåòñÿ 5bp

ôðàãìåíò öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè [108, 109]. Ýòî

ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ 2 ñîñåäíèõ ñòîï-êîäîíîâ â îò-

êðûòîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ è ïðåæäåâðåìåííîé òåðìè-

íàöèè ñèíòåçà öåëåâîãî áåëêà.

Êëþ÷åâîé îñîáåííîñòüþ ãåííîé òåðàïèè ñ èñïîëü-

çîâàíèåì íóêëåàç ZNF ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ýêñïðåññèÿ

ZNF òðåáóåòñÿ òîëüêî â î÷åíü êîðîòêèé ïðîìåæóòîê

âðåìåíè. Êàê òîëüêî ðàñùåïëåíèå äâóõöåïî÷å÷íîé

ÄÍÊ áóäåò ïðîèçâåäåíî, êëåòêîé-õîçÿèíîì çàïóñêàåò-

ñÿ ìåõàíèçì ðåïàðàöèè, ïðèâîäÿùèé ê ïîñòîÿííîìó

âûêëþ÷åíèþ (íîêàóòó) ãåíà. Ðåêîìáèíàíòíûå ãåíû

íóêëåàç ZNF ìîãóò áûòü àäðåñíî äîñòàâëåíû â ðàç-

ëè÷íûå ÷åëîâå÷åñêèå êëåòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàí-

äàðòíûõ ìåòîäèê è âåêòîðíûõ ñèñòåì, îáåñïå÷èâàþ-

ùèõ òîëüêî âðåìåííóþ ýêñïðåññèþ. Ýòî ìîãóò áûòü

àäåíîâèðóñíûå âåêòîðû, íå èíòåãðèðóþùèå â ãåíîì

ëåíòèâèðóñíûå âåêòîðû, è ïëàçìèäíûå ÄÍÊ, äîñòàâ-

ëÿåìûå â êëåòêó ïóòåì íóêëåîôåêöèè [107 – 110].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èíèöèèðîâàíî íåñêîëüêî êëèíè-

÷åñêèõ èñïûòàíèé, èñïîëüçóþùèõ CD4+ ëèìôîöèòû

êðîâè ïàöèåíòîâ, ìîäèôèöèðîâàííûå ãåíàìè ZFN

[111, 112].

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ íå-

îáõîäèìîñòüþ íåïðåðûâíîé áîðüáû çà çäîðîâüå

ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ è ñîîòâåòñòâåííî

áîëüøèå ýêîíîìè÷åñêèå çàòðàòû â óñëîâèÿõ ÂÈ×-1

ýïèäåìèè, áûëî áû ðàçóìíî ðàçâèâàòü àëüòåðíàòèâíûå

âàðèàíòû òåðàïåâòè÷åñêèõ ñòðàòåãèé. Ñòàíîâÿòñÿ äîñ-

òóïíûìè ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ãåííîé òåðàïèè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì òðàíñãåíîâ, êîäèðóþùèõ ÐÍÊ èëè áåë-

êîâûå ìîëåêóëû. Îñîáûìè äîñòîèíñòâàìè äàííîé òå-

ðàïèè ÿâëÿþòñÿ âûñîêàÿ àäðåñíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü è

àêòèâíîñòü àíòè-ÂÈ× àãåíòà ïðè ìèíèìàëüíîé öèòî-

òîêñè÷íîñòè, ïðåäîòâðàùåíèå ðàçâèòèÿ ðåçèñòåíòíî-

ñòè âèðóñà è ïîòåíöèàëüíî íèçêàÿ àíòèãåííîñòü ïðî-

òèâîâèðóñíûõ ìîëåêóë. Òàêèì îáðàçîì, ãåííàÿ òåðà-

ïèÿ ÂÈ× ìîæåò äîïîëíèòü íàáîð òðàäèöèîííûõ

ïðîòèâîâèðóñíûõ ñõåì ëå÷åíèÿ, à òàêæå óñèëèòü ýô-

ôåêò äîñòóïíûõ âàêöèííûõ òåõíîëîãèé, íà ñåãîäíÿø-

íèé äåíü áûñòðî òåðÿþùèõ íåîáõîäèìóþ ýôôåêòèâ-

íîñòü. Ïðè ýòîì êîìáèíèðîâàííîå èñïîëüçîâàíèå ãåí-

íîìîäèôèöèðîâàííûõ CD4+ Ò-ëèìôîöèòîâ è CD34+

ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîæåò îáåñïå÷èòü ïîëîæèòåëüíûé

ñèíåðãåòè÷åñêèé ýôôåêò. Ãåííîìîäèôèöèðîâàííûå

Ò-ëèìôîöèòû îáåñïå÷èâàþò ðåçèñòåíòíîñòü êëåòîê

êðîâè ê ÂÈ× ñðàçó ïîñëå òðàíñôóçèè, íî âûâîäÿòñÿ èç

îðãàíèçìà ïàöèåíòà â òå÷åíèå íåïðîäîëæèòåëüíîãî

âðåìåíè, â òî âðåìÿ êàê ìîäèôèöèðîâàííûå CD34+

ñòâîëîâûå êëåòêè ñïîñîáíû ôóíêöèîíèðîâàòü è ïðî-

èçâîäèòü Ò-ëèìôîöèòû â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ.

Åñëè ðåïëèêàöèÿ ÂÈ×-1 â ýòèõ êëåòêàõ áóäåò íåâîç-

ìîæíà, òî áîëåå äëèòåëüíîå ïðèñóòñòâèå èõ â îðãàíèç-

ìå ìîæåò ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ. Ïðîâî-

äÿòñÿ èëè óæå çàâåðøåíû êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ïî

ïðîâåðêå áåçîïàñíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè ñòðàòåãèé ïå-

ðåíîñà òðàíñãåíîâ â Ò-ëèìôîöèòû è ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ìåòîäû ëå÷åíèÿ ÂÈ×-1 èíôåêöèè ñ èñïîëüçîâàíè-

åì ãåííîé òåðàïèè ðàçâèâàþòñÿ íå òàê ñòðåìèòåëüíî,

êàê õîòåëîñü áû. Íî îäíîçíà÷íî ÿñíî, ÷òî èõ øèðîêîå

èñïîëüçîâàíèå â áóäóùåì ïîçâîëèò èñêîðåíèòü

ÂÈ×-ýïèäåìèè è ýôôåêòèâíî è áåçîïàñíî ëå÷èòü
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ÄÍÊ ñâÿçûâàþùèé äîìåí ñîñòîèò èç íàáîðà èñêóñ-

ñòâåííî ñêîíñòðóèðîâàííûõ ïåïòèäíûõ ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòåé òèïà “öèíêîâûå ïàëüöû”, îáëàäàþùèõ

ñïîñîáíîñòüþ ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàòüñÿ ñ öåëåâîé ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ. Ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ

îáåñïå÷èâàåòñÿ ïðèñóòñòâèåì íà êîíöå êàæäîãî “ïàëü-

öà” ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç 3 – 4 àìèíîêèñëîòíûõ îñ-

òàòêîâ, êîòîðûå ñïåöèôè÷íî âçàèìîäåéñòâóþò ñ 3 èëè

4 ïàðàìè íóêëåîòèäîâ â öåïè ÄÍÊ. Èçìåíåíèå àìèíî-

êèñëîòíîé êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè “öèíêîâîãî

ïàëüöà” èçìåíÿåò åãî ñïåöèôè÷íîñòü ê ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòè ÄÍÊ. Èñïîëüçîâàíèå ðÿäà “öèíêîâûõ ïàëüöåâ”

ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü äëèíó ðàñïîçíàâàíèÿ öåëåâîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ è ñîîòâåòñòâåííî ñïåöèôè÷-

íîñòü äåéñòâèÿ ôåðìåíòà. Èñïîëüçîâàíèå äàííîãî

ïîäõîäà ïîçâîëÿåò ñêîíñòðóèðîâàòü íóêëåàçó ZNF,

ñïîñîáíóþ ñ âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ

òîëüêî ñ óíèêàëüíîé öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ â

ãåíîìå ÷åëîâåêà [32].

ZFN ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê èñêóññòâåííî ñêîí-

ñòðóèðîâàííóþ ðåñòðèêòàçó, ñïîñîáíóþ ðàñùåïëÿòü

ÄÍÊ â ñàéòå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ôåðìåíòà ñ

ÄÍÊ. Ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ

çàäåéñòâóåòñÿ ìåõàíèçì ðåïàðàöèè äâóíèòåâûõ ðàçðû-

âîâ ÄÍÊ, ïðîòåêàþùèé ïðåèìóùåñòâåííî ïî ìåõà-

íèçìó íåãîìîëîãè÷íîãî âîññîåäèíåíèå êîíöîâ

(NHEJ). Ðåïàðàöèÿ ïî ìåõàíèçìó NHEJ ðåäêî áûâàåò

áåçîøèáî÷íîé è, êàê ïðàâèëî, ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ

â îáëàñòè ðàçðûâà ãåíîìà íåáîëüøèõ äåëåöèé èëè èí-

ñåðöèé, âñëåäñòâèå ÷åãî íàðóøàþòñÿ îòêðûòûå ðàìêè

ñ÷èòûâàíèÿ (ORF) â äàííîé îáëàñòè. Ïàðà íóêëåàç

ZFN, ñïåöèôè÷íàÿ ê ôðàãìåíòó ãåíîìà, êîäèðóþùåìó

N êîíöåâîé ó÷àñòîê CCR5 ÷åëîâåêà, îïèñàíà â ðàáîòàõ

[107, 108]. Â äàííîì ñëó÷àå â ðåçóëüòàòå ðåïàðàöèè

ÄÍÊ ñ âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ äóïëèöèðóåòñÿ 5bp

ôðàãìåíò öåëåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè [108, 109]. Ýòî

ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ 2 ñîñåäíèõ ñòîï-êîäîíîâ â îò-

êðûòîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ è ïðåæäåâðåìåííîé òåðìè-

íàöèè ñèíòåçà öåëåâîãî áåëêà.

Êëþ÷åâîé îñîáåííîñòüþ ãåííîé òåðàïèè ñ èñïîëü-

çîâàíèåì íóêëåàç ZNF ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ýêñïðåññèÿ

ZNF òðåáóåòñÿ òîëüêî â î÷åíü êîðîòêèé ïðîìåæóòîê

âðåìåíè. Êàê òîëüêî ðàñùåïëåíèå äâóõöåïî÷å÷íîé

ÄÍÊ áóäåò ïðîèçâåäåíî, êëåòêîé-õîçÿèíîì çàïóñêàåò-

ñÿ ìåõàíèçì ðåïàðàöèè, ïðèâîäÿùèé ê ïîñòîÿííîìó

âûêëþ÷åíèþ (íîêàóòó) ãåíà. Ðåêîìáèíàíòíûå ãåíû

íóêëåàç ZNF ìîãóò áûòü àäðåñíî äîñòàâëåíû â ðàç-

ëè÷íûå ÷åëîâå÷åñêèå êëåòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàí-

äàðòíûõ ìåòîäèê è âåêòîðíûõ ñèñòåì, îáåñïå÷èâàþ-

ùèõ òîëüêî âðåìåííóþ ýêñïðåññèþ. Ýòî ìîãóò áûòü

àäåíîâèðóñíûå âåêòîðû, íå èíòåãðèðóþùèå â ãåíîì

ëåíòèâèðóñíûå âåêòîðû, è ïëàçìèäíûå ÄÍÊ, äîñòàâ-

ëÿåìûå â êëåòêó ïóòåì íóêëåîôåêöèè [107 – 110].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èíèöèèðîâàíî íåñêîëüêî êëèíè-

÷åñêèõ èñïûòàíèé, èñïîëüçóþùèõ CD4+ ëèìôîöèòû

êðîâè ïàöèåíòîâ, ìîäèôèöèðîâàííûå ãåíàìè ZFN

[111, 112].

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ íå-

îáõîäèìîñòüþ íåïðåðûâíîé áîðüáû çà çäîðîâüå

ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ è ñîîòâåòñòâåííî

áîëüøèå ýêîíîìè÷åñêèå çàòðàòû â óñëîâèÿõ ÂÈ×-1

ýïèäåìèè, áûëî áû ðàçóìíî ðàçâèâàòü àëüòåðíàòèâíûå

âàðèàíòû òåðàïåâòè÷åñêèõ ñòðàòåãèé. Ñòàíîâÿòñÿ äîñ-

òóïíûìè ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ãåííîé òåðàïèè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì òðàíñãåíîâ, êîäèðóþùèõ ÐÍÊ èëè áåë-

êîâûå ìîëåêóëû. Îñîáûìè äîñòîèíñòâàìè äàííîé òå-

ðàïèè ÿâëÿþòñÿ âûñîêàÿ àäðåñíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü è

àêòèâíîñòü àíòè-ÂÈ× àãåíòà ïðè ìèíèìàëüíîé öèòî-

òîêñè÷íîñòè, ïðåäîòâðàùåíèå ðàçâèòèÿ ðåçèñòåíòíî-

ñòè âèðóñà è ïîòåíöèàëüíî íèçêàÿ àíòèãåííîñòü ïðî-

òèâîâèðóñíûõ ìîëåêóë. Òàêèì îáðàçîì, ãåííàÿ òåðà-

ïèÿ ÂÈ× ìîæåò äîïîëíèòü íàáîð òðàäèöèîííûõ

ïðîòèâîâèðóñíûõ ñõåì ëå÷åíèÿ, à òàêæå óñèëèòü ýô-

ôåêò äîñòóïíûõ âàêöèííûõ òåõíîëîãèé, íà ñåãîäíÿø-

íèé äåíü áûñòðî òåðÿþùèõ íåîáõîäèìóþ ýôôåêòèâ-

íîñòü. Ïðè ýòîì êîìáèíèðîâàííîå èñïîëüçîâàíèå ãåí-

íîìîäèôèöèðîâàííûõ CD4+ Ò-ëèìôîöèòîâ è CD34+

ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîæåò îáåñïå÷èòü ïîëîæèòåëüíûé

ñèíåðãåòè÷åñêèé ýôôåêò. Ãåííîìîäèôèöèðîâàííûå

Ò-ëèìôîöèòû îáåñïå÷èâàþò ðåçèñòåíòíîñòü êëåòîê

êðîâè ê ÂÈ× ñðàçó ïîñëå òðàíñôóçèè, íî âûâîäÿòñÿ èç

îðãàíèçìà ïàöèåíòà â òå÷åíèå íåïðîäîëæèòåëüíîãî

âðåìåíè, â òî âðåìÿ êàê ìîäèôèöèðîâàííûå CD34+

ñòâîëîâûå êëåòêè ñïîñîáíû ôóíêöèîíèðîâàòü è ïðî-

èçâîäèòü Ò-ëèìôîöèòû â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ.

Åñëè ðåïëèêàöèÿ ÂÈ×-1 â ýòèõ êëåòêàõ áóäåò íåâîç-

ìîæíà, òî áîëåå äëèòåëüíîå ïðèñóòñòâèå èõ â îðãàíèç-

ìå ìîæåò ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ. Ïðîâî-

äÿòñÿ èëè óæå çàâåðøåíû êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ïî

ïðîâåðêå áåçîïàñíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè ñòðàòåãèé ïå-

ðåíîñà òðàíñãåíîâ â Ò-ëèìôîöèòû è ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ìåòîäû ëå÷åíèÿ ÂÈ×-1 èíôåêöèè ñ èñïîëüçîâàíè-

åì ãåííîé òåðàïèè ðàçâèâàþòñÿ íå òàê ñòðåìèòåëüíî,

êàê õîòåëîñü áû. Íî îäíîçíà÷íî ÿñíî, ÷òî èõ øèðîêîå

èñïîëüçîâàíèå â áóäóùåì ïîçâîëèò èñêîðåíèòü

ÂÈ×-ýïèäåìèè è ýôôåêòèâíî è áåçîïàñíî ëå÷èòü
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Possibilities of the application of gene therapy, based on the introduction of transgenes into patient’s cell nuclei in order to express anti-HIV agents interfe-

ring the virus life cycle (by analogy with highly active antiretroviral therapy (HAART), are considered. In contrast to HAART, the anti-HIV agents are suppo-

sed to be expressed permanently after one treatment. These anti-HIV agents can represent various kinds of RNA like ribozymes, antisense RNA, RNA apta-

mers, RNA decoys and small interfering RNA (siRNA) or proteins such as RevM10, intracellular antibodies, and intrakines. The results of first clinical trials

showed that it is difficult to achieve and maintain sufficient levels of anti-HIV activity in modified cells because of decaying (silencing) expression of an-

ti-HIV agents from integrated vector genomes over time. It is probably safe to isolate somatic cells from a HIV infected patient, modify the cells genetically

with vectors, und reinfuse them into the patient. There are several possible strategies in suppressing the expression of chermokine coreceptor CCR5 by means

of gene therapy, but all are connected with the disadvantage of silencing expression of anti-CCR5 agents. The treatment of HIV infected cells with tre-recom-

binases leads to excision of the integrated HIV proviral DNA from the genome in experiments with cell lines and on mice. This is a promising way to destroy

latent virus reservoirs and eradicate the virus from the body. Thus, gene therapy promises to be an important component on the long way to develop an effec-

tive treatment or even a cure of the HIV infection.

Key words: gene therapy; HIV infection
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ÂÈ× 1 íå ñïîñîáåí ïðîíèêàòü â êëåòêè, òàê êàê íå

èìååò òðîïèçìà ê ìóòàíòíîìó CCR5 áåëêó. Ýòî ïðèâî-

äèò ê óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê çàðàæåíèþ ÂÈ× ó èíäè-

âèäóóìîâ, èìåþùèõ ãîìîçèãîòíóþ ìóòàöèþ, è ê ïî-

âûøåííîé ñîïðîòèâëÿåìîñòè â ñëó÷àå ãåòåðîçèãîòíîé

ìóòàöèè [87, 88]. Äàííîå íàáëþäåíèå ïîñëóæèëî

òîë÷êîì ê ðàçðàáîòêå ïðîòèâî-ÂÈ× ëåêàðñòâåííûõ

ïðåïàðàòîâ, äåéñòâèå êîòîðûõ îñíîâàíî íà íàðóøåíèè

âçàèìîäåéñòâèÿ âèðóñà è CCR5 êîðåöåïòîðà. Ïðèìå-

ðîì ÿâëÿåòñÿ îäîáðåííûé ê ïðèìåíåíèþ ïðåïàðàò ÂÀ-

ÀÐÒ “Ìàðàâèðîê” [1, 89, 90].

Òàêæå âåäóòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, íà-

ïðàâëåííûå íà ðàçðàáîòêó ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ïðå-

ïàðàòîâ, äåéñòâèå êîòîðûõ çàêëþ÷àåòñÿ â ñóùåñòâåí-

íîì ñíèæåíèè èëè ïîëíîì ïîäàâëåíèè ýêñïðåññèè

CCR5. Ðåçóëüòàòû íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿþò

íàäåÿòüñÿ íà óñïåõ â ýòîì íàïðàâëåíèè. Òàê ó ïàöèåí-

òà (“áåðëèíñêèé ïàöèåíò”), êîòîðîìó òðàíñïëàíòèðî-

âàëè ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå ïðîãåíèòîðíûå êëåò-

êè (HSC) îò äîíîðà, íåñóùåãî CCR5�32 ìóòàöèþ, íà-

áëþäàëîñü ïîëíîå óäàëåíèå ÂÈ×-1 èíôåêöèè ïðè

îòñóòñòâèè îáû÷íîé ïðîòèâîâèðóñíîé òåðàïèè [91].

Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ ÂÈ× ïóòåì òðàíñ-

ïëàíòàöèè Ò-êëåòîê îò CCR5-îòðèöàòåëüíîãî äîíîðà,

èìåþùåãî ìóòàöèþ, äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî ïî-

ëó÷åíèå ïîäîáíûõ êëåòîê â îðãàíèçìå ÂÈ×-ïàöèåíòà

ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ òàêæå

ìîæåò áûòü î÷åíü ýôôåêòèâíûì.

4.1. Ïîäàâëåíèå CCR5 ýêñïðåññèè ïóòåì ãåííîé

òåðàïèè

Òàêèå ïîäõîäû, êàê ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèÿ, ðèáîçè-

ìû, àíòèñìûñëîâûå ÐÍÊ è ñåêâåñòðàöèÿ áåëêà, ïîñëå-

äóþùàÿ çà ýêñïðåññèåé âíóòðèêëåòî÷íûõ àíòèòåë ê

CCR5 [92], ïîäàâëÿþò ýêñïðåññèþ CCR5 äëÿ òîãî,

÷òîáû èìèòèðîâàòü CCR5-îòðèöàòåëüíûå êëåòêè.

Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âîçìîæ-

íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè äëÿ ïîäàâ-

ëåíèÿ ýêñïðåññèè CCR5 ñ íàïðàâëåííîé äîñòàâêîé

ïðåäøåñòâåííèêîâ ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ â

Ò-êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàíî÷àñòèö (ëèïîñîì, óãëåðîä-

íûõ íàíîòðóáîê è äð.), íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ èììî-

áèëèçîâàíû àíòèòåëà è äðóãèå âåêòîðû [93, 94]. Àëü-

òåðíàòèâíûé ïîäõîä çàêëþ÷àåòñÿ â äîñòèæåíèè ïîñòî-

ÿííîé ýêñïðåññèè ïðåäøåñòâåííèêîâ ìàëûõ

èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ, shRNA ñ ïîìîùüþ ìîäèôè-

êàöèè êëåòîê ëåíòèâèðóñíûìè âåêòîðàìè [107 – 109].

Ñòðàòåãèÿ ïî íàïðàâëåííîé äîñòàâêå ëåíòèâèðóñíûõ

âåêòîðîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ shRNA â CCR5+ êëåòêè,

ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà ïðèìåðå PBMC-òðàíñïëàíòè-

ðîâàííûõ ìûøåé [98].

Îïèñàí ïðèìåð îáúåäèíåíèÿ àíòè-CCR5 shRNA ñ

õèìåðíûì ãåíîì TRIM5� áåëêà è ãåíîì TAR-ïðèìàí-

êè â 1 ëåíòèâèðóñíîì âåêòîðå ñ öåëüþ ìîäèôèêàöèè

CD34+ HSC êëåòîê. Äàííûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ïî-

äàâëÿòü æèçíåííûé öèêë âèðóñà íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ

ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó (àíòè-CCR5 shRNA àãåíò),

ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ ïåðåä èíòåãðàöèåé â ãåíîìíóþ

ÄÍÊ (õèìåðíûé TRIM5¹ àãåíò) è ïîñëå èíòåãðàöèè

(TAR ïðèìàíêà àãåíò) áûë îïðîáîâàí â ýêñïåðèìåíòàõ

in vitro è in vivo íà ìûøàõ [53, 99].

shRNA ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû â ôîðìå èñ-

êóññòâåííûõ ìèêðîÐÍÊ, êîòîðûå áîëåå ýôôåêòèâíû

ïî ñðàâíåíèþ ñ siRNA, — çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå ÷èñëî

ìîëåêóë ìèêðîÐÍÊ â êëåòêå ïðèâîäèò ê àíàëîãè÷íîìó

óðîâíþ èíãèáèðîâàíèÿ [100 – 102]. Â íàñòîÿùåå âðå-

ìÿ â Ðîññèè âî ÔÁÓÍ ÖÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè Ðîñïîò-

ðåáíàäçîðà âåäåòñÿ ðàçðàáîòêà ïðîòèâîâèðóñíîé êîí-

ñòðóêöèè, â ñîñòàâ êîòîðîé äîëæíû âîéòè ìèêðîÐÍÊ

ïðîòèâ ðåöåïòîðà CCR5. Äîñòàâêà ýòîé êîíñòðóêöèè â

êëåòêó áóäåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñ-

íîãî âåêòîðà. Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ CCR5 ðåöåïòîðà

ñîçäàíà êîìáèíàöèÿ èç 2 èñêóññòâåííûõ ìèêðîÐÍÊ, åå

ýôôåêòèâíîñòü ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà èíäèêàòîðíîé

ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà [103, 104].

Åùå îäèí ïîäõîä ê âûêëþ÷åíèþ ãåíà CCR5 îñíî-

âàí íà èñïîëüçîâàíèè CCR5 ðèáîçèìîâ, êàê îäíîãî èç

âàðèàíòîâ ãåííîé òåðàïèè. Îïèñàí ñëó÷àé äîñòàâêè

àíòè-CCR5 ðèáîçèìíîãî àãåíòà ëåòíèâèðóñíûì âåêòî-

ðîì ê CD34+ ãåìîïîýòè÷åñêèì ñòâîëîâûì êëåòêàì èç

ëèìôîìû áîëüíûõ ÑÏÈÄîì ïàöèåíòîâ, ïåðåíåñøèõ

õèìèîòåðàïèþ è ïîäâåðãøèõñÿ òðàíñïëàíòàöèè ñâîèõ

æå ñîáñòâåííûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

[105]. Ïðèñóòñòâèå â îðãàíèçìå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-

ùèõ ðåêîìáèíàíòíûé ãåí, ÷åðåç 24 ìåñ ïîñëå òðàíñ-

ïëàíòàöèè äåìîíñòðèðóåò îáîñíîâàííîñòü ïðèìåíå-

íèÿ äàííîãî ïîäõîäà.

Áîëüíûå ÑÏÈÄîì ïàöèåíòû ñ íàëè÷èåì çàáîëåâà-

íèé ëèìôàòè÷åñêîé òêàíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíè-

êàëüíóþ ãðóïïó äëÿ îöåíêè àíòè-ÂÈ× òåðàïèè, îñíî-

âàííîé íà èñïîëüçîâàíèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ

êëåòîê, åñëè ïîñëåäíèå ïðîèçâåäåíû è ñîáðàíû ïåðåä

õèìèîòåðàïèåé. Îáà ýòè ôàêòîðà îáåñïå÷èâàþò âîç-

ìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëå-

òîê, îáëàäàþùèõ àíòè-ÂÈ× ñâîéñòâàìè, à òàêæå óâå-

ëè÷èâàþò øàíñ ïðèæèâëåíèÿ òðàíñïëàíòèðîâàííûõ

ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê.

Íåñìîòðÿ íà ïîòåíöèàëüíóþ ïðèâëåêàòåëüíîñòü

âñåõ îïèñàííûõ âûøå ïîäõîäîâ, ïðîöåññ äîñòèæåíèÿ

è ïîääåðæàíèÿ äîñòàòî÷íîãî óðîâíÿ àíèòè-CCR5 àê-

òèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ òðóäîçàòðàòíûì è ÷àñòî âîîáùå íå-

âûïîëíèìûì. Îãðàíè÷åíèÿ âûøåóïîìÿíóòûõ ìåòîäîâ

ñïîñîáåí ïðåîäîëåòü ïîäõîä, îñíîâàííûé íà èñïîëü-

çîâàíèè íóêëåàç òèïà “öèíêîâûå ïàëüöû” (zinc finger

nucleases, ZFN). Äàííàÿ ñòðàòåãèÿ îáåñïå÷èò ïîñòîÿí-

íîå îòêëþ÷åíèå CCR5 ãåíà áåç íåîáõîäèìîñòè ïîä-

äåðæàíèÿ äîëãîñðî÷íîé ýêñïðåññèè ZFN àãåíòà â

êëåòêàõ [32].

4.2. Âûêëþ÷åíèå ãåíà CCR5 ñ èñïîëüçîâàíèåì

íóêëåàç “öèíêîâûå ïàëüöû”

Íóêëåàçû “öèíêîâûå ïàëüöû” ýòî ðåêîìáèíàíòíûå

áåëêè, ñîñòîÿùèå èç 2 äîìåíîâ: ÄÍÊ ñâÿçûâàþùåãî

äîìåíà òèïà “öèíêîâûå ïàëüöû” è äîìåíà ñ àêòèâíî-

ñòüþ ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè ïåðâîãî òèïà [106].
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