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В представленном обзоре рассмотрены перспективы использования новых подходов к терапии ге-
нодерматозов и методы коррекции этих наследственных заболеваний кожи. Большое число геноте-
рапевтических методов применено в попытках коррекции или терапии заболеваний группы врож-
денного буллезного эпидермолиза. Замещение поврежденного гена с использованием вирусных и
невирусных методов доставки сменилось редактированием генома с помощью программируемых
нуклеаз. Основное внимание уделено широко используемым методам, применяемым in vitro на
клетках различного типа. Выбор стратегии редактирования зависит от типа мутации, вызывающей
заболевание, характера ее наследования и нуклеотидного окружения мутации. Рассмотрены модели
заболеваний на животных, полученные с помощью редактирования генома. Суммирован опыт раз-
работки методов редактирования генома и их применения в терапии генодерматозов, признанных
ранее неизлечимыми.
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ВВЕДЕНИЕ
Методы генной терапии генодерматозов – на-

следственных заболеваний кожи, условно можно
подразделить на методы, используемые in vivo
(группа 1) и in vitro (группа 2). Кожа – это один из
органов, наиболее перспективных для осуществ-
ления генетических манипуляций, поскольку это
наружный орган, клетки которого доступны для
генных пушек, наночастиц, микроигл и кремов,
содержащих генотерапевтические кассеты. Пере-
численные методы относятся к методам первой
группы. Расширенное использование методов
второй группы определяется простотой получе-
ния биопсийного материала кожи, возможно-

стью выделять клетки из малых количеств биома-
териала, относительной легкостью поддержания
клеток в условиях культуры [1]. Важна также “до-
ступность” клеток для трансфекции и вирусной
трансдукции, эффективность которых зависит от
способов доставки генетического материала.

Выращенные in vitro пласты трансгенных кле-
ток кожи (эпидермальных кератиноцитов и фиб-
робластов), называемые трансгенными графта-
ми, можно вернуть (трансплантировать) тому же
пациенту. Успех аутологичной трансплантации
во многом зависит от количества стволовых кле-
ток, подвергнутых генетической коррекции, при-
роды генетического нарушения, а также от вовле-
ченности других органов и систем в патогенез ис-
следуемого заболевания. Технология замещения
гена применяется в терапии генодерматозов от-
носительно давно, достигая в ряде случаев устой-
чивых и долговременных терапевтических эф-
фектов [2]. Показано, что при замещении гена с
помощью вирусной трансдукции опасность раз-
вития онкологических изменений в коже ниже,
чем в клетках крови, кроме того, на коже легче
раньше выявить новообразование [3]. Кратко пе-
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речислим другие факторы, ограничивающие ис-
пользование вирусных векторов в генотерапии.
Во-первых, сильные нерегулируемые вирусные
промоторы искажают регуляцию экспрессии ге-
на, которая в клетках в норме изменяется в зави-
симости от дифференцировочного статуса и
межклеточных взаимодействий; во-вторых, слу-
чайная интеграция провируса в геном требует
дополнительной проверки трансгенных линий
клеток для исключения возможных онкотранс-
формаций; в-третьих, вероятность метилирова-
ния промоторов, а, следовательно, постепенное
“замалчивание” экспрессии и, наконец, сложность
доставки фрагментов большой длины (например,
длина кодирующей области генов COL7A1 и PLEC
составляет около 9 и 14 т.п.н. соответственно). Все
эти факторы не позволяют рассматривать метод
замещения гена как приоритетный, особенно при
сравнении с быстро развивающимися стратегия-
ми направленного редактирования генома.

С редактированием геномов с помощью про-
граммируемых нуклеаз связано наибольшее ко-
личество методов и технологий. Важными пре-
имуществами геномного редактирования являет-
ся сохранение эндогенной регуляции экспрессии
редактируемого гена, что определяет паттерн экс-
прессии и дифференцировки клеток, отсутствие
трансгенных последовательностей в геноме, а
также возможность редактирования популяций
стволовых клеток и их репрограммирования с це-
лью получения клеток разного типа. Одной из
первых групп генодерматозов, к которым начали
применять новые методы генотерапии и редакти-
рования геномов, стала группа орфанного забо-
левания – врожденного буллезного эпидермоли-
за (ВБЭ). К настоящему моменту к ВБЭ примене-
ны почти все основные варианты редактирования
генома с использованием TALEN-доменов, си-
стемы CRISPR/Cas9, сначала на первичных па-
циент-специфичных клетках, а затем и с исполь-
зованием стволовых клеток. Например, компа-
ния “CRISPR THERAPEUTICS AG” США
запатентовала (патент WO/2018/154413) редакти-
рование генома при дистрофическом буллезном
эпидермолизе (ДЭБ) и других состояниях или за-
болеваниях, связанных с геном COL7A1, кодиру-
ющим α-1-цепь коллагена типа VII (С7)  [4].

После редактирования генома и полноэкзо-
много секвенирования первичные клетки кожи
пациентов (кератиноциты и фибробласты) могут
использоваться для локализованной терапии –
аутологичной трансплантации трансгенного кле-
точного продукта, полученного при соблюдении
правил надлежащей производственной практики
(GMP) и проведения доклинических испытаний
на животных [5, 6]. После этого за пациентом на-
блюдают в течение длительного времени, анали-
зируют состояние кожи в зонах трансплантации и
динамику восстановления экспрессии целевых

белков в местах поражений. Есть сообщения о
снижении клинических проявлений заболевания
в первые 3–6 месяцев после успешной транс-
плантации, но затем состояние пациентов ухуд-
шалось [6].

Пациент-специфичные индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (иПСК), по-
лучаемые из первичных клеток, могут использо-
ваться для редактирования генома и получения
изогенных клеток различного типа, не только
фибробластов и эпидермальных кератиноцитов,
но также гемопоэтических и мезенхимальных
стволовых клеток. Использование полученных из
иПСК клеток в аутологичных трансплантациях
имеет ряд ограничений, связанных с возможным
риском злокачественного перерождения, обу-
словленного не полным репрограммированием
иПСК. Тем не менее, использование иПСК име-
ет огромное значение для изучения перспектив
применения генной и клеточной терапии при
ВБЭ. Возможность редактирования генома стволо-
вых клеток важна для создания уникальной популя-
ции возобновляемых изогенных пациент-специ-
фичных клеток без патологической мутации.

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ГЕНОДЕРМАТОЗОВ

Генодерматозы – гетерогенная группа наслед-
ственных, в основном моногенных, заболеваний
кожи, различающихся характером повреждений,
уровнем их образования в коже и характером на-
следования мутаций. Мы сфокусируем внимание
на генодерматозах с герминативными мутация-
ми, оставляя широкую группу других многофак-
торных заболеваний (псориаз, атопический дер-
матит и нейродермит) вне рассмотрения. К гено-
дерматозам относятся более 200 различных
заболеваний, в пределах которых по фенотипиче-
ским проявлениям выделяют отдельные группы:
(1) заболевания, приводящие к нарушениям оро-
говения (ихтиозы, кератозы и кератодермии);
(2) заболевания, при которых нарушена пигмен-
тация (гипо- и гиперпигментация); (3) заболева-
ния, обусловленные дефектами в системе репара-
ции ДНК (пигментная ксеродерма, синдром Вер-
нера); (4) буллезные генодерматозы (группа ВБЭ); и
(5) генодерматозы соединительной ткани.

Установлены корреляции между генотипом
многих генодерматозов и фенотипическими и кли-
ническими проявлениями заболевания (рис. 1). С
мутациями кератинов, обширного семейства бел-
ков, образующих промежуточные филаменты,
связаны нарушения прочности, пролиферации и
дифференцировки эпидермиса. В зависимости от
гена, мутации в котором вызывают заболевание,
и локализации мутации возможно образование
внутриклеточных агрегатов тонофиламентов и
нарушение связи тонофиламентов с десмосома-
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ми [1, 7]. Нарушения функции плектина (PLEC,
важный линкерный белок, обеспечивающий
связь промежуточных филаментов с полудесмо-
сомами) приводят к возникновению синдромных
форм поясно-конечностной мышечной дистро-
фии. Нарушения экспрессии плектина или транс-
мембранного белка α6β4-интегрина (ITGA6,
ITGB4) приводят к развитию синдромной формы
БЭ с врожденной атрезией привратника. При ге-
нодерматозах возможны нарушения пигмента-
ции кожи, страдает эпителий слизистых оболо-
чек, кожные придатки. За соединение базального
слоя эпидермиса с дермой отвечает зона базаль-
ной мембраны. Нарушение белков зоны базаль-
ной мембраны, например, гетеротримерного ла-
минина 332 и COL17A1, приводит к разобщению
плазматической мембраны базальных кератино-
цитов и базальной мембраны, поражению базаль-
ной мембраны в области lamina lucida. Наконец,
нарушения в самом нижнем слое кожи (коллаген

VII) затрагивают зону дермоэпидермального со-
единения под lamina densa.

ВБЭ относится именно к такой сильно гетеро-
генной группе генодерматозов, объединенных та-
ким свойством, как хрупкость кожи. Эффектив-
ные лекарства от ВБЭ в настоящее время отсут-
ствуют, в клинике активно применяются методы
паллиативной медицины – средства местного
воздействия, направленные на заживление эро-
зий и язв со смягчающим и защитным действием,
а также противовоспалительные средства [7]. На-
блюдения клиницистов-дерматологов свидетель-
ствуют о более легком течении болезни при лока-
лизованной форме простого (БЭП) или при до-
минантном дистрофическом ВБЭ (ДДБЭ) [7–9].
Больные с пограничной формой (ПоБЭ), тяже-
лой генерализованной формой БЭП и рецессив-
ным дистрофическим ВБЭ (РДБЭ) испытывают
постоянную боль и зуд в коже, в ответ на мини-
мальную внешнюю нагрузку появляются волды-
ри и эрозии, которые имеют распространенный

Рис. 1. Схема кератиноцита базального слоя эпидермиса и внеклеточного матрикса с указанием белков, нарушения
функций которых вызывают генодерматозы. Причиной генодерматозов являются мутации в генах, кодирующих бел-
ки кожи. Чаще всего это структурные белки либо взаимодействующие с ними белки. Звездочками обозначены белки,
к генам которых применены методы генотерапии.
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характер. Однако клинические проявления ВБЭ в
пределах группы сильно различаются. Локализа-
ция поражений в коже зависит от расположения в
ней измененного белка (рис. 1). Известно четыре
основных группы ВБЭ, три из которых выделяют
в зависимости от уровня расщеплений в коже:
БЭП проявляется в базальном слое эпидермиса,
ПоБЭ – в зоне базальной мембраны, ДБЭ – на
уровне якорных фибрилл, связывающих дерму с
эпидермисом. На тяжесть клинических проявле-
ний влияет положение мутации в гене, при этом
на клинические проявления и течение БЭП и По-
БЭ влияет то, в каком гене произошла мутация
[8]. При большом разнообразии мутаций, вызы-
вающих конкретные наследственные заболева-
ния кожи, важным представляется выявление
корреляции между генотипом и клиническими
особенностями заболевания  [10].

Из 560 уникальных генодерматозов (имеющих
уникальную запись OMIM) 543 связаны с извест-
ными белками (с идентификационным номером
(GI, GenInfo Identifier)); остальные 17 связаны с
локусами, кодирующими белки с неустановлен-
ными GI. Около 85% генодерматозов относятся к
моногенным заболеваниям, в основе 9% лежат
нарушения в двух генах, а примерно 4% содержат
мутации в трех и более разных генах [10]. По дан-
ным этих исследований среди всех генодерматозов
с установленным наследованием 46% являются
аутосомно-рецессивными, а 37% имеют аутосомно-
доминантный характер. Ассоциированные с Х-хро-
мосомой рецессивно и доминантно наследуемые
генодерматозы составляют 4.2 и 1.9% всех генодер-
матозов соответственно.

ДИАГНОСТИКА ГЕНОДЕРМАТОЗОВ
Генодерматозы диагностируют с помощью им-

муногистохимических методов (антигенное кар-
тирование) [11, 12]. Более полный анализ пато-
морфологических изменений и определение их
локализации проводят с помощью просвечива-
ющей электронной микроскопии срезов биоп-
татов кожи [13, 14]. Для патогистологической ха-
рактеристики можно использовать методы нели-
нейной оптической микроскопии [15].

Например, применение метода генерации вто-
рой гармоники (от англ. Second-Harmonic Gener-
ation) и двухфотонного возбуждения флуоресцен-
ции (от англ. Two-Photon absorption Fluorescence)
позволило выявить нарушения при эпидермоли-
тическом ихтиозе [16]. Такой анализ основан на
выявлении структурных изменений коллагенов и
кератинов, что позволяет проводить точную диа-
гностику. Определить тип ВБЭ помогает изуче-
ние ультраструктуры областей дермоэпидермаль-
ного соединения, зоны светлой пластинки ба-
зальной мембраны, гемидесмосом и других
особенностей эпидермиса с помощью просвечи-

вающей электронной микроскопии. В биоптатах
кожи пациентов с ВБЭ определенные структуры
(якорные фибриллы или компоненты базальной
мембраны) либо не детектируются, либо их коли-
чество снижено, что приводит к расщеплению
слоев, образованию пузырей и эрозий в различ-
ных слоях кожи в зависимости от типа ВБЭ [8]. В
связи с быстрым развитием технологий высоко-
производительного секвенирования диагностика
ВБЭ также переходит постепенно на платформы
полноэкзомного секвенирования и секвенирова-
ния генов из группы риска, которых в настоящее
время насчитывается чуть более 20 [17].

ДОМИНАНТНО И РЕЦЕССИВНО 
НАСЛЕДУЕМЫЕ МУТАЦИИ 

КАК МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ДЕТЕРМИНАНТНЫ 
ПАТОЛОГИИ ГЕНОДЕРМАТОЗОВ

Кратко рассмотрим типы наследования пато-
логических мутаций, вызывающих генодерматозы.

1. Среди доминантно-негативных мутаций
наиболее распространены мутации, вызывающие
кератинопатии. К кератинопатиям относится
группа заболеваний, включающая ВБЭ простого
типа (БЭП), эпидермолитический ихтиоз, врож-
денная пахионихия, при которых нарушаются
функции кератинов, экспрессирующихся специ-
фически в разных эпидермальных слоях кожи.
Аутосомно-доминантные мутации в генах KRT5,
KRT14, KRT1, KRT10, KRT6A, KRT6B, KRT6C,
KRT16, KRT17 приводят к появлению того или
иного генодерматоза, проявляющегося хрупко-
стью эпидермиса, появлением пузырей, цитоли-
зом и гиперкератозом [18, 19]. Генотип пробанда
может содержать гетерозиготные миссенс-мута-
ции или небольшие инсерции и делеции, которые
пациенты либо унаследовали от родителей по до-
минантному типу, либо приобрели de novo. Так,
около 30% случаев врожденной пахионихии вы-
званы de novo мутациями [20].

2. Мутации аутосомно-доминантного типа об-
наруживаются также при ДБЭ. Выделяют два типа
ДБЭ: аутосомно-доминантный (ДДБЭ) и аутосом-
но-рецессивный БЭ (РДБЭ). По данным 2011 го-
да РДБЭ встречается, в 4 раза чаще, чем ДДБЭ
[21]. Оба типа ДБЭ возникают в результате мутаций
в гене COL7A1, большая часть мутаций ДДБЭ – это
миссенс-мутации в кодирующих глицин кодонах в
повторяющихся триадах Gly-X-Y С7 [22].

3. ВБЭ пограничного типа (ПоБЭ) вызывается
аутосомно-рецессивными мутациями. Наиболее
тяжелую форму Герлица вызывают патологиче-
ские мутации в гене LAMB3, кодирующем один из
мономеров гетеротримерного белка ламинина
332, важного компонента комплекса белков базаль-
ной мембраны (рис. 1). Причиной ПоБЭ могут быть
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также мутации в генах, кодирующих коллаген XVII
(СOL17) и α6β4-интегрины (ITGRα6β4).

РДБЭ – наиболее сложный инвалидизирую-
щий подтип ВБЭ, при котором затронуты не
только кожные покровы, но и эпителиальная вы-
стилка внутренних органов, во многих тканях
развиваются фибротические изменения, страдает
зрение, отмечается ранняя смертность вследствие
развития плоскоклеточного рака кожи. При РДБЭ
находят миссенс-, нонсенс-мутации и мутации,
нарушающие сплайсинг гена COL7A1. При РДБЭ
возможно как снижение количества коллагена
VII (C7), так и полное отсутствие этого белка [23].
В табл. 1 перечислены некоторые генодерматозы,
указаны гены и патологические мутации, а также
характер их наследования.

3. Среди всех патогенных мутаций в COL7A1 (в
нем насчитывают более 800 различных мутаций)
примерно 34% занимают нонсенс-мутации, пре-
рывающие рамку считывания COL7A1 и приводя-
щие к появлению преждевременных стоп-кодо-
нов [35]. Преждевременные стоп-кодоны появля-
ются либо непосредственно (нонсенс-мутации),
либо вследствие мутаций, нарушающих сплайсинг.

В клетках эукариот существует специальный
механизм деградации транскриптов с преждевре-
менными стоп-кодонами (NMD, Nonsense Medi-
ated Decay. Эффективность деградации зависит
от локализации этих стоп-кодонов в экзоне и
длины фрагмента между стоп-кодоном и ближай-
шим сайтом сплайсинга, т.е. местом соединения
экзонов [36]. NMD является причиной функцио-
нального нарушения при многих известных гене-
тических болезнях, так как деградация мРНК
приводит к нехватке или отсутствию функцио-
нального белка [37]. При этом возможен и обрат-
ный вариант, при котором в результате NMD сни-
жается количество частично функционального
укороченного белка, как в случае мышечной дис-
трофии Дюшенна [38]. Встречаются и другие вари-
анты с противоположным эффектом, когда отсут-
ствие NMD приводит к синтезу укороченного
и/или токсичного для клетки белка [37–39]. В этом
случае активация каскада может привести к улуч-
шению фенотипа. Суммируя, можно выделить
группу заболеваний, при которых активация NMD
приводит к ухудшению функциональных прояв-
лений в клетках; и группу, в которой NMD сни-
жает проявления патологической мутации [37].

Редактирование генома может привести к из-
менению рамки считывания мутантного аллеля,
появлению NMD и потере доминантно-негатив-
ного эффекта мутации. Возможен противопо-
ложный вариант, когда патологическое действие
мутации заключается в деградации по механизму
NMD и потере функции, вызванной нехваткой
белка. В результате редактирования деградация
прекращается за счет изменения рамки считыва-

ния. Таким образом, возникновение NMD в ре-
зультате мутации чаще имеет негативные послед-
ствия при рецессивно-наследуемых формах гено-
дерматозов, тогда как снижение NMD может
приводить к восстановлению функции гена. В
случае доминантно-негативных мутаций манипу-
лирование активацией NMD за счет встраивания
инсерций и делеций (инделей) в мутантный ал-
лель может восстановить поврежденную функ-
цию в клетке.

МЕТОДЫ ТЕРАПИИ ГЕНОДЕРМАТОЗОВ
И ИХ РАЗВИТИЕ

До появления методов геномного редактиро-
вания разрабатывались методы клеточной и ген-
ной терапии генодерматозов in vitro и in vivo. Кроме
того, описаны попытки посттранскрипционного
воздействия на мРНК генов с известными мутация-
ми, вызывающими генодерматозы: это прежде все-
го применение малых молекул, влияющих на эф-
фективность трансляции мРНК с преждевремен-
ными стоп-кодонами, например, амплексанокса
или гентамицина, воздействие на сплайсинг пре-
мРНК с помощью антисмысловых олигонуклеоти-
дов и использование механизма транс-сплайсинга
[8, 39]. Однако необходимость постоянного введе-
ния в клетки терапевтического агента и относитель-
но невысокая эффективность этих методов ограни-
чивают их применение.

Развитие методов генетической коррекции 
и клеточной терапии генодерматозов

В начале 2000 годов начались поиски подходов к
генетической коррекции генодерматозов, прежде
всего мутаций гена COL7A1, без использования ви-
русных платформ доставки, с помощью интегра-
ции космидных ДНК, микроинъекций плазмид
PAC (на основе искусственных хромосом из Р1) в
культуры клеток пациентов с РДБЭ и в трансген-
ных мышей [40, 41]. Затем в развитии генных и
клеточных технологий все большее место стали за-
нимать вирусные методы доставки. При некоторых
наследственных заболеваниях кожи успешно при-
меняли вирусную трансдукцию генотерапевтиче-
скими кассетами. Это, прежде всего, пигментная
ксеродерма [26, 27], врожденный ихтиоз, ассоци-
ированный с Х-хромосомой [24], синдром Ни-
дертона [42], ПоБЭ [25, 33] и РДБЭ [5, 43, 44]
(табл. 1). Как правило, использовали ретровирус-
ные системы доставки генотерапевтической кас-
сеты [45], но применяли также векторы на основе
аденоассоциированных вирусов (AAV), напри-
мер, в случае LAMA3 [46] и SPINK5 [47] (рис. 1).
Доставка трансгенных последовательностей с по-
мощью векторов на основе AAV оказалась очень
эффективной, но ограниченный размер вставки,
встраиваемой при использовании таких векто-
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ров, делает этот метод недоступным для ряда ге-
нов. Основной популяцией клеток при редакти-
ровании упомянутых выше генов были эпидер-
мальные кератиноциты (для ex vivo протоколов
терапии). Оказалось, что для достижения дли-
тельного терапевтического эффекта от примене-

ния генной терапии важна не только эффектив-
ная трансдукция клеток, но и оптимальные усло-
вия культивирования первичных кератиноцитов.
Среди первичных кератиноцитов базального слоя
эпидермиса есть стволовые эпидермальные кера-
тиноциты, так называемые голо-клоны [33]. Гене-

Таблица 1. Генодерматозы, их фенотипические проявления и генетические основы, методы генетической кор-
рекции

 * Термин синдром подразумевает мультиорганную патофизиологию, т.е. наличие иных, не только кожных повреждений.
** Гиперкератоз акантолитический – нарушение дифференцировки кератиноцитов, приводящее к вакуолизации, утолще-
нию и образованию пузырей в верхнем слое эпидермиса.
Примечание. AД – аутосомно доминантный; АР – аутосомно рецессивный; XР – ассоциированный с Х-хромосомой, рецес-
сивный.

Генодерматоз Фенотипические 
проявления

Характер 
наследуемости Ген Метод 

редактирования OMIM Ссылка

Х-ассоциирован-
ный ихтиоз

Нарушения процессов оро-
говения; нарушения обмена 
стероидов

XР STS Ретровирусная 
генотерапия

308100  [24]

Эпидермолити-
ческий ихтиоз

Акантокератолитический 
гиперкератоз**

АД KRT10 Нокаут гена 607602  [25]

Пигментная ксе-
родерма

Нарушения пигментации 
сопровождаются патологи-
ческим ороговением, атро-
фией, дистрофией ткани, 
атипией и ранним развитием 
опухолей

АР XPC Ретровирусная 
генотерапия

278720  [26, 27]

Врожденный 
ламеллярный 
ихтиоз

Гиперкератоз, гиперплазия 
базального слоя эпидермиса

АР TGM1 Редакторы осно-
ваний

242300  [28]

Синдром
Нидертона*

Нарушение ороговения в 
эпидермисе; аллергия, нару-
шения иммунной системы

АР SPINK5 Нокаут гена 
CRISPR/Cas9 
HDR

256500  [29]

Врожденный буллезный эпидермолиз
Буллезный эпи-
дермолиз про-
стого типа

Пузыри в базальном слое 
эпидермиса не оставляют 
рубцов, при стрессе клеток 
происходит агрегация цито-
кератиновой сети

АД KRT14, KRT5 CRISPR/Cas9 
HR;
TALEN HDR

131900 [30‒32]

Буллезный эпи-
дермолиз погра-
ничного типа

Появление пузырей и эро-
зий без травм, образование 
грануляционной ткани

АР COL17
LAMA3
LAMB3
LAMC2
ITGA6, 
ITGB4

Ретровирусная 
генотерапия;
СRISPR/Cas9 
HR

226650  [33]

Буллезный эпи-
дермолиз дистро-
фического типа

Пузыри и эрозии глубокого 
залегания в коже, заживают с 
атрофическими рубцами, 
милии, сращения, образова-
ние агрессивных карцином

АР
АД

СOL7A1 CRISPR/Cas9 
HR;
CRISPR/Cas9 
НDR
TALEN HR

226600  [34]

Синдром 
Киндлер

Пузыри и рубцевание с фор-
мированием контрактур, 
псевдосиндактилии

АР FERMT1 Нет 173650  [7]
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тическая модификация именно этой популяции
обеспечивает длительное действие трансгенного
эпидермиса после аутологичной трансплантации.
Если культивируемые клетки подверглись стрессу
и/или репликативному старению, то приготовлен-
ные на их основе графты не окажут терапевтиче-
ского эффекта [31].

Для клеточной терапии РДБЭ используют дер-
мальные фибробласты и эпидермальные керати-
ноциты, поскольку и фибробласты, и кератиноци-
ты секретируют С7. Аутологичная трансплантация
в большинстве случаев приводит к временному по-
вышению содержания С7 в коже в области дермо-
эпидермального соединения. Однако временный
и местный характер терапии и риск осложнений
от аллогенной трансплантации делают необходи-
мым поиск других подходов. Так, в течение не-
скольких лет проходят клинические исследова-
ния эффективности интрадермальных инъекций
ген-модифицированных аутологичных фиброб-
ластов у пациентов с РДБЭ (NCT02493816) [48].
Опубликованы результаты клинических исследо-
ваний и 5-летнего наблюдения ребенка с тяжелой
формой ПоБЭ, перенесшего аутологичную транс-
плантацию трансгенного эпидермиса  [2, 33]. Наи-
большее количество методов генотерапии заболе-
ваний кожи предполагает проведение генетиче-
ской коррекции ex vivo на пациент-специфичных
кератиноцитах, фибробластах и стволовых клет-
ках [34, 49, 50]. Протоколы генетической коррек-
ции ex vivo включают несколько стадий: культиви-
рование клеток, выделенных из образцов ткани,
полученных при биопсии; проведение генетиче-
ской коррекции (вирусная трансдукция; редакти-
рование геномов с помощью программируемых
нуклеаз); наращивание генетически модифициро-
ванных клеток по безопасным протоколам GMP;
обширный анализ и проверка функциональной
безопасности редактирования; ксенотранспланта-
ция клеток мышам с иммунодефицитом и оценка
экспрессии маркеров дифференцировки; транс-
плантация клеточных пластов (графтов) пациенту.
Альтернативно развивается стратегия генетиче-
ской коррекции in vivo, когда пациенту интра-
дермально вводят суспензию вирусных частиц с
функциональной копией гена. К методам гено-
терапии, применяемым in vivo, относятся элек-
тропорация и внутривенное введение системы
СRISPR/Cas9, которые в настоящее время при-
меняют только в доклинических исследованиях
[51]. Недавно американская компания “Krystal
Biotech” запатентовала для in vivo применения
новое генотерапевтическое средство B-VEC на
основе рекомбинантного вируса простого герпеса
(HSV1), cодержащего две копии кодирующей об-
ласти гена COL7A1. Начались клинические испы-
тания (фазы 1 и 2) препарата B-VEC на пациентах
с РДБЭ [52]. B-VEC применили, в частности, в те-
рапии нарушений роговицы у больных с РДБЭ

[4]. Учитывая мультисистемный характер нару-
шений при целом ряде генодерматозов, разработ-
ка новых методов терапии и совершенствование
методов доставки терапевтических агентов при-
обретает особое значение в случае заболеваний,
считавшихся неизлечимыми.

Обратный мозаицизм

В процессе изучения ВБЭ обнаружили фено-
мен, названный обратным мозаицизмом. На коже
пациента впервые были найдены зоны самопроиз-
вольного восстановления целостности эпидермиса,
которые оказались результатом возникновения в
этих зонах второй мутации, компенсирующей воз-
действие первой патологической мутации. Обрат-
ный мозаицизм обнаружен при всех формах ВБЭ,
за исключением синдрома Киндлер [53, 54]. Со-
общается о нескольких зонах, содержащих до пя-
ти различных мутаций разных локализаций, на
теле пациентов с ВБЭ [55]. Обратный мозаицизм
найден примерно у 36% пациентов с РДБЭ. Кро-
ме того, у пациентов с РДБЭ обнаружены дер-
мальные фибробласты с обратным мозаицизмом
[56]. Впервые появились перспективы аутологич-
ной трансплантации: первичные клетки из зон с
мозаицизмом, культивируемые in vitro, рассмат-
ривали как биомедицинский продукт, перспек-
тивный для аутологичной трансплантации. Ре-
зультаты применения этого подхода оказались
весьма скромными и, если в случае ПоБЭ они
улучшили состояние пациентов, то при РДБЭ эф-
фект полностью отсутствовал. Терапевтический
потенциал клеток из зон с обратным мозаициз-
мом оказался ограниченным, по-видимому, за
счет снижения пролиферативной активности мо-
заичных клеток. Получение иПСК из кератино-
цитов из зон мозаицизма, например при РДБЭ,
стало одним из первых перспективных методов
персонализированной медицины, получивших
развитие до начала широкого применения мето-
дов редактирования генома [57].

Трансплантация мезенхимальных 
стволовых клеток

Наравне с редактированием генома разраба-
тывается альтернативный терапевтический под-
ход – аллогенная трансплантация гемопоэтиче-
ских клеток костного мозга от донора, полностью
совместимого по HLA (Human Leukocyte Anti-
gens). Показано, что мезенхимальные стволовые
клетки костного мозга направленно мигрируют в
зоны воспаления на коже [58]. В частности, после
успешного доклинического испытания ксено-
трансплантации на мышах начались клинические
испытания такого подхода к терапии ВБЭ и РДБЭ,
как наиболее тяжелой формы ВБЭ [59]. В настоя-
щее время совершенствуется использование алло-
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генной трансплантации гемопоэтических клеток
костного мозга и мезенхимальных стволовых кле-
ток пациентам с РДБЭ после проведения химиоте-
рапии [60, 61]. Отмечены смертельные исходы, обу-
словленные развитием иммунной реакции транс-
плантат против хозяина и высокой токсичностью
проводимой химиотерапии. Сообщается об успеш-
ных клинических испытаниях (NCT02582775) на
10 пациентах, которым проводили аллогенную
трансплантацию мезенхимальных стволовых кле-
ток в сочетании с введением циклофосфазида для
обеспечения иммунной толерантности [62, 63].
Сочетание методов аллогенной трансплантации с
редактированием генома может создать реальную
перспективу терапии этого сложного генетиче-
ского заболевания.

Индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки и их репрограммирование в клетки 

разных типов

Развитие технологии получения иПСК из па-
циент-специфичных клеток увеличило возмож-
ности и перспективы новых методов функцио-
нальной терапии [64]. Разработка протоколов
“дифференцировки” иПСК, т.е. их репрограм-
мирование в клетки разного типа, имеет принци-
пиальное значение. Естественный репликатив-
ный предел первичных соматических клеток
(предел Хейфлика) ограничивает возможности их
использования после генетической коррекции.
Особенно это касается тех случаев, когда биоптат
пациента содержит мало эпидермальных стволо-
вых клеток, как бывает, например, при РДБЭ.
Получение изогенных иПСК и редактирование
генома с последующим репрограммированием в
изогенные клетки, фибробласты, кератиноциты
и гемопоэтические клетки потенциально позволя-
ет убрать эти ограничения. Методы репрограмми-
рования в разные типы клеток не всегда просты,
но постоянно совершенствуются [65]. Перспекти-
ва использования иПСК для редактирования ге-
нома подчеркивается в контексте генотерапии
ВБЭ, особенно дистрофического типа при РДБЭ
[34, 66]. Синдромные проявления генодерматоза
или наличие тяжелых генерализованных форм,
когда страдают не только кожа, но и слизистые
оболочки внутренних органов, а также роговица
и конъюнктива глаз, диктуют необходимость ге-
нотерапевтического подхода на уровне стволовых
клеток. В 2011 году были опубликованы результа-
ты первого опыта прямого репрограммирования
иПСК, специфичных для РДБЭ, в кератиноциты
и фибробласты [67]. В этой работе впервые для
ВБЭ получены 3D модели эпидермиса и искус-
ственные эквиваленты кожи, содержащие керати-
ноциты и фибробласты, репрограммированные из
иПСК. После ксенотрансплантации искусствен-
ных эквивалентов кожи мышам SCID/NOD и за-

растания раны проводили иммуногистохимиче-
ский анализ маркеров экспрессии. С помощью не-
прямого иммунофлуоресцентного анализа выявили
различия в уровне экспрессии секреторного белка
С7 в эквивалентах, несущих РДБЭ-специфичные
клетки, и в образцах клеток, полученных от здо-
ровых доноров. Предшественник белка С7 под-
вергается посттрансляционным модификациям,
отщеплению N- и С-концевых частей, антипа-
раллельной димеризации, а потом тримеризации.
В результате этих модификаций образуются от-
дельные морфологические структуры – якорные
фибриллы, связывающие дерму с эпидермисом.
Якорные фибриллы хорошо детектируются с по-
мощью трансмиссионной электронной микро-
скопии [63]. При РДБЭ мутации в гене COL7A1,
кодирующем С7, приводят к дефициту или пол-
ному отсутствию якорных фибрилл. Таким же
способом с помощью функционального иммуно-
гистохимического анализа оценивают эффектив-
ность восстановления экспрессии целевого гена в
клетках после редактирования генома.

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМА

Пути репарации внесенных в ДНК одноцепочечных 
и двухцепочечных разрывов

Методология редактирования генома тесно
связана с выбором и активацией пути репарации
ДНК после внесения в нее разрывов программи-
руемыми нуклеазами. Выявление ключевых фак-
торов, регулирующих репарацию, важно для
понимания механизмов процесса и возможно-
сти манипулировать ими по ходу редактирова-
ния генома.

Одноцепочечные разрывы возникают в клетке
постоянно, их быстрая репарация, превращение в
двухцепочечные (ДЦР) и процессирование регу-
лирует репликативный стресс клетки, предотвра-
щает ее преждевременное старение и гибель, а
также блокирует возможную онкотрансформа-
цию. В клетках млекопитающих существуют два
основных пути репарации разрывов ДНК: кано-
нический путь негомологичного соединения
концов (с-NHEJ, от англ. canonical nonhomology
end-joining) и направляемая гомологией репара-
ция (HDR). HDR происходит путем гомологич-
ной рекомбинации с участием другой молекулы
ДНК. Важную роль в репарации ДНК играют ки-
назы, подобные фосфатидилинозитол-3-киназам
(ATM, ATR, DNA-PKcs) [68]. Помимо репара-
ции, в которой ключевая роль отводится ATM и
DNA-PK, все три киназы участвуют в регуляции
клеточного цикла, в частности, ATM активирует
киназы контрольных точек репликации (сheck
point kinases). АТМ вовлечена в регуляцию прохож-
дения клеточного цикла, активация ATR приводит
к репликативному стрессу и остановке клеточного
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цикла [69]. Активность двух других треонин-сери-
новых протеинкиназ важна для репарации ДЦР:
АТМ участвует в регуляции клеточного цикла,
DNK-PK – в регуляции репликативного стресса.
Аутофосфорилирование каталитической субъ-
единицы DNA-PK, происходящее в области по-
вреждения ДНК в присутствии Ku-полимераз,
приводит к активации всего холофермента, сти-
мулирующего активность эндонуклеазы Artemis к
процессированию разрывов ДНК [70]. Показано,
что аутофосфорилирование DNA-PK запускает
с-NHEJ [69]. Для правильного прохождения ре-
парации важен процесс фосфорилирования ги-
стона γH2AX и белка-медиатора контрольной
точки репликации 1 (MDK1). Последующая ак-
тивация и привлечение E3 убиквитинлигаз к ги-
стону H2A создают в области ДЦР удобную плат-
форму для привлечения факторов, участвующих в
каскадах, идущих по пути, опосредованному либо
53BP1, либо ВRCA1. В HDR участвуют 53BP1, по-
лимераза Ku и ДНК-лигаза 4, которая напрямую
лигирует два конца ДНК [71]. Путь с-NHEJ наи-
более активен в основных фазах клеточного цик-
ла (кроме S и частично G2). Благодаря активно-
сти с-NHEJ происходит образование инсерций и
делеций в сайте специфического разрезания при
редактировании генома. На линиях клеток челове-
ка с помощью интеграции флуоресцентных репор-
теров в хромосомы показано, что с-NHEJ активи-
руется через 30 мин после образования разрывов в
ДНК и отвечает за 75% всех репаративных процес-
сов [72].

Баланс активности и содержания ряда регуля-
торных факторов, киназ, ДНК-связывающих бел-
ков, нуклеаз и полимераз определяет, по какому пу-
ти пойдет репарация в клетке, например, актив-
ность комплекса MRN (MRE11-RAD50-NBS1),
за активацию которого отвечает комплекс
Sae2/CtIP, сдвигает равновесие в сторону гомо-
логичной рекомбинации [73]. Баланс факторов
CtIP и MRE11 влияет на эффективность процесса
резекции концов ДНК в области ДЦР. Защита
ДЦР, регулируемая при поддержке факторов
WRN и RECQ, позволяет клетке избежать воз-
никновения больших делеций и слипания концов
хромосом [74]. Для начала гомологичной реком-
бинации важен процесс резекции 5′-концов, т.е.
образование одноцепочечных 3′-концов, суб-
стратов RAD51. Для резекции концов после пер-
вой стадии активации комплекса MRN важна
вторая стадия – получение 3′-выступающих кон-
цов, протекающая за счет активации экзонуклеаз
Exo1 и Dna2. HDR, в отличие от всех остальных
процессов, это единственный механизм, обеспе-
чивающий точное восстановление репарируемой
матрицы. Важным фактором, обеспечивающим
сохранение исходной последовательности в
ДНК, является встраивание гомологичной ДНК,
используемой в качестве матрицы, это может

быть сестринская хроматида или экзогенная до-
норная ДНК  [72]. Для процесса НDR важна ак-
тивность таких факторов, как BRCA2, PALB2 и
RAD51, и снижение активности 53BP1. Негатив-
ная роль 53BP1 в HDR подтверждается тем, что
доминантно-негативный мутант 53BP, слитый c
белком Cas9, снижает с-NHEJ и увеличивает эф-
фективность НDR в клетках различного типа
[75]. Использование механизмов НDR позволяет
исправлять точечные мутации и вводить более
длинные последовательности, например, флуо-
ресцентные репортеры или гены устойчивости к
антибиотикам. При редактировании геномов ча-
сто используется подход, связанный с введением
в рекомбинантные донорные последовательно-
сти loxP-повторов, позволяющих проводить от-
бор прошедших рекомбинацию клонов, а затем с
помощью cайт-направленной Cre-рекомбинации
элиминировать из генома экзогенные кассеты
[34, 76].

Программируемые нуклеазы

В генотерапии с применением редактирова-
ния генома используются в основном програм-
мируемые нуклеазы на основе открытых ранее
доменов TALEN и систем CRISPR/Cas (применя-
емых в настоящее время). TALEN – это химерные
белки, которые состоят из нуклеазного домена
Fok1 и ДНК-связывающего TALE-домена –
транскрипционного фактора, полученного из
растительного патогена Xanthomonas. ДНК-свя-
зывающий домен состоит из тандемно располо-
женных повторов из 35 аминокислотных остат-
ков, при этом каждый повтор узнает только один
нуклеотид в большой бороздке ДНК. Таким обра-
зом набор TALE-доменов узнает уникальную по-
следовательность ДНК длиной 20 п.н. Эта синте-
тическая система способна специфически узна-
вать любую последовательность ДНК. До
изобретения системы СRISPR/Cas9 основные
надежды на развитие методов редактирования ге-
номов связывали с доменами TALEN. К недо-
статкам TALEN-доменов следует отнести трудо-
емкость и сложность их клонирования. При не-
обходимости изменения последовательности для
редактирования нужно полностью изменить ди-
зайн TALE и клонировать de novo всю химерную
молекулу TALEN.

В отличие от белков TALEN действие системы
CRISPR/Cas направляется некодирующей РНК.
CRISPR – короткие палиндромные повторы, ре-
гулярно расположенные группами и разделенные
уникальными последовательностями (спейсера-
ми), Специфичность разрезания чужеродной
ДНК нуклеазой Cas определяется короткими не-
кодирующими РНК, узнающими и связывающи-
ми последовательность ДНК-мишени. В назва-
нии CRISPR/Cas отражено прокариотическое
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происхождение этой системы, являющейся ча-
стью иммунной системы прокариот. Самое ши-
рокое применение на сегодня имеет белок Cas9
(или spCas9, выделенный из Streptococcus pyo-
genes), CRISPR/Cas9 относится ко второму типу
систем, в которых участки СRISPR процессиру-
ются и в соединении с транс-активирующей РНК
crRNA (tracrRNA) образуют так называемую на-
правляющую РНК (sgRNA, англ. single guide
RNA), которая комплементарно связывается с
целевым фрагментом ДНК, узнавая таким обра-
зом ДНК-мишень. Связавшись с ДНК, эти РНК
взаимодействуют с Сas9, конформация которой
изменяется, после чего фермент начинает специ-
фично вносить ДЦР в ДНК [77]. Для функциони-
рования системы необходим трехнуклеотидный
РАМ-мотив в ДНК (PAM – Protospacer Adjacent
Motive – прилегающий к протоспейсеру мотив,
имеющий структуру 5'-NGG-3', где N – любой нук-
леотид). РАМ должен прилегать непосредственно к
участку узнавания направляющей РНК. Активиро-
ванная Сas9 разрезает ДНК примерно в 4 п.н. от
РАМ, образуя ДЦР. Таким образом, система
CRISPR/Cas9 не требует дизайна de novo белка
для узнавания каждой новой мишени. Необходи-
мо лишь подобрать последовательность спейсера,
содержащую РАМ, и синтезировать специфиче-
скую направляющую РНК. Дизайн направляю-
щей РНК может быть осуществлен с помощью
различных биоинформатических ресурсов, напри-
мер, benchling (benchling.com) или СRISPRESSO
(crispor.tefor.net). При этом следует обратить вни-
мание не только на предсказанную активность
направляющей РНК, но и на ее способность к не-
специфической активности (Off Target асtivity).
Неспецифическая активность существенно за-
трудняет проведение эксперимента при редакти-
ровании генов, кодирующих повторяющиеся до-
мены (например, в коллагенах) или высоко кон-
сервативные белки (такие, как кератины). Как
правило, все целевые клоны после редактирования
должны подвергаться широкомасштабному секве-
нированию, чтобы выявить возможную неспеци-
фическую активность программируемой нуклеазы.

Кроме собственно Cas9, при редактировании
генома используют разные мутантные варианты
этого белка: Саs9n D10A [32]; BE-HF1,2,4; Fok1-
dCas9; espCas9 [78]; а также другие системы, напри-
мер, Cpf1 (CRISPR/Cas12, asCas12 система V-типа,
выделенная из S. aureus), специфичные к другой
последовательности РАМ. Опубликованный не-
давно новый вариант Сas12 – Сas12f1, модифици-
рованный из фермента архей Un1Cas12f1, облада-
ет большей эффективностью и специфичностью,
чем asCas12a, имеет меньший размер, позволяю-
щий использовать AAV (AAV2) для доставки си-
стемы Сas12f1 в эукариотические клетки [79]. C
помощью этой нуклеазы проведено эффективное

редактирование точечных патологических мута-
ций, в частности, в гене KRT1 [79].

Типы мутаций и их нуклеотидное окружение 
как контекст, определяющий выбор стратегии 

редактирования генома

Выбор стратегии редактирования генома в
большой степени зависит от того, каким путем
должна идти репарация ДНК для устранения му-
тации. В основном это выбор между HDR и c-
NHEJ. Предпочтительность HDR обусловлена
высокой точностью редактирования мутаций, хо-
тя основным фактором выбора пути является ге-
нетический контекст: доминантный/рецессив-
ный статус мутации ее локальное нуклеотидное
окружение [30, 77].

Во-первых, c-NHEJ можно применять для но-
каута мутантного аллеля доминантного типа. С
этой целью можно использовать направляющую
РНК, которая специфически отжигается на нук-
леотидной последовательности гена непосред-
ственно приближенной к мутации (рис. 2а). Этот
подход позволяет восстановить рамку считыва-
ния, нарушенную мутацией – к восстановлению
рамки считывания могут привести инсерции или
делеции, возникающие в процессе репарации.
Однако репарация чаще приводит к появлению
преждевременного стоп-кодона, нарушающего
рамку считывания, что важно, например, при
коррекции мутации доминантного типа в COL7A1
[81]. Из библиотеки клонов, содержащих инсер-
ции или делеции в этой области, выбирают те, в
которых произошло восстановление рамки счи-
тывания COL7A1. Важное значение в выборе мето-
да редактирования (в том числе дизайна эффек-
тивных направляющих РНК) имеет нуклеотидное
окружение мутации, в частности, возможность
подбора такой направляющей РНК, применение
которой при редактировании мутации доминант-
ного типа приведет к образованию преждевремен-
ных стоп-кодонов [82]. Во-вторых, c-NHEJ мож-
но использовать для нарушения сплайсинга, т.е.
опосредованная CRISPR/Cas9 репарация может
привести к вырезанию экзона в неправильной рам-
ке считывания или к “пропуску” экзона (рис. 2в).
В-третьих, возможный механизм направленного
пропуска одного или нескольких экзонов, при ко-
тором используются две разные направляющие
РНК, специфические к последовательностям раз-
ных экзонов и интронов. В результате, помимо
делеции участка, содержащего мутацию, устраня-
ется один или несколько экзонов и восстанавли-
вается рамка считывания. Один и тот же вариант
пропуска экзона (экзонов) можно использовать у
разных пациентов при разных мутациях, локали-
зованных в данной области. Этот механизм приме-
ним только к гену COL7A1, имеющему множество
экзонов в одной рамке считывания. Примеры ис-
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пользования некоторых подходов к редактирова-
нию геномов приведены на рис. 2. Нокаут, сдвиг
рамки считывания, пропуск экзонов – эти мето-
ды, применяемые in vitro или in vivo, могут ис-
пользоваться при введении компонентов систе-
мы CRISPR/Cas в виде РНК-белковых комплек-
сов или плазмид.

Для редактирования гена COL7A1 и восстанов-
ления экспрессии С7 применяются различные
методы. Ген COL7A1 имеет сложную структуру,
он содержит 118 экзонов и множество повторяю-
щихся последовательностей в области коллагено-
вого и фибронектин-подобного доменов. В чем
состоят преимущества стратегий геномного ре-
дактирования в случае гена COL7A1? База мута-
ций, вызывающих РДБЭ, содержит более 800 раз-
личных мутаций. Возможность сайт-специфиче-
ского дизайна направляющих РНК для системы
CRISPR/Cas9 существенно расширяет возмож-
ности направленного воздействия на мутацию.
Большой размер гена COL7A1 (31 т.п.н.) не позво-
ляет использовать эффективные системы достав-
ки полноразмерных копий кДНК (например,
AAV-векторы) в клетки, но для редактирования
генома донорными ДНК могут использоваться
разные фрагменты гена, в которые вносят нуж-
ные изменения, встраивают кассеты генов для се-
лекции или вносят SNP. Важное значение имеет

сохранение эндогенной регуляции экспрессии
гена COL7A1, промотор которого содержит регу-
ляторные элементы, связывающие транскрипци-
онные факторы AP-1 и SMAD, стимулирующие
активность промотора [85].

В гене COL7A1 обнаружены многочисленные
мутации, однако некоторые из них, например,
инсерция c.6527 insC в экзоне 80, чаще других ис-
пользуются для редактирования генома. Эта му-
тация приводит к появлению преждевременного
стоп-кодона и деградации мРНК в результате
NMD, она с высокой частотой встречается в ев-
ропейской популяции больных РДБЭ (найдена
примерно у 46% больных РДБЭ в Испании). Опи-
сана коррекция c.6527insC с использованием обо-
их механизмов репарации (с-NHEJ и HDR) [86].
С помощью HDR получены отдельные клоны с
восстановленной экспрессией С7. Воздействие
TALEN на геномную ДНК без донорной последо-
вательности привело к образованию набора деле-
ций и инсерций, при этом в ряде случаев проис-
ходил сбой рамки считывания (рис. 2а). В резуль-
тате удалось найти и отобрать несколько клонов с
восстановленной открытой рамкой считывания
COL7A1. В обоих случаях (после и с-NHEJ, и
HDR) у мышей с иммунодефицитом, которым
ксенотрансплантировали эпидермальные экви-
валенты кожи, полученные после редактирова-

Рис. 2. Стратегии редактирования генома, предлагаемые для развития новых методов генотерапии генодерматозов.

 – направляющая РНК (здесь подразумевается работа системы CRISPR/Cas9). ПСК – преждевременный стоп-
кодон, вызывающий в определенных условиях деградацию мРНК. HDR – направляемая гомологией репарация.

а б в

г д е

Нокаут аллеля Сдвиг рамки считывания
(доминантный аллель)

Сдвиг рамки считывания
(рецессивный аллель)

HDR (индель или точечная
замена)

Реакция оснований

Исправление точечной
мутации

Исправление точечной
мутации/Стабилизация мРНКСтабилизация мРНК

Делеция/пропуск экзонов

Укороченный
функциональный белок

Снижение токсического
эффекта мутантного белка

Деградация мРНК
мутантного аллеля

ПСК
Донорная ДНК

Деградация
мРНК Дезаминирование

цитозина
+1/–2

С>T

+1/–2
+1 –2

ПСК
ПСК



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

ГЕНОМНОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ В ТЕРАПИИ НАСЛЕДСТВЕННЫХ 1001

ния генома, выявили синтез С7 и образование
структур, похожих на якорные фибриллы челове-
ка. Интересно, что некоторые клетки с продуктом
с-NHEJ сильнее экспрессировали С7, чем клет-
ки, в которых прошла НDR. Нельзя исключить и
роль случайного мутагенеза, который может по-
зитивно повлиять на экспрессию или фолдинг
белка. Проведено также редактирование этой же
мутации с помощью CRISPR/Cas9 [87]. с-NHEJ
после воздействия Cas9 использовали для изме-
нения открытой рамки считывания гена COL7A1,
что привело к восстановлению экспрессии С7
(рис. 2г). Описано эффективное применение
РНК-белкового комплекса CRISPR/Cas9 с двумя
направляющими РНК при редактировании все
той же мутации с использованием с-NHEJ [88].

Эпидермолитический ихтиоз, вызываемый
мутациями в гене KRT10, имеет, как правило,
аутосомно-доминантное наследование. Белок
K10, кодируемый геном KRT10, экспрессируется
в дифференцированных кератиноцитах супраба-
зального слоя эпидермиса (табл. 1). Нарушения в
структуре K10 приводят к его агрегации в сети
промежуточных филаментов в дифференциро-
ванных кератиноцитах, цитолизу в верхнем ши-
повидном и зернистом слое эпидермиса и повы-
шенной чувствительности кератина к тепловому
стрессу. В 2018 году March и соавт. применили ге-
номное редактирование с помощью TALEN-до-
менов для нокаута мутантного аллеля KRT10 в
иммортализованных кератиноцитах пациента с
гетерозиготной мутацией с.1333G >A  [25]. с-
NHEJ имела высокую эффективность (56.8%) и
привела (без дополнительной селекции) к появ-
лению клонов с преждевременными стоп-кодо-
нами в мРНК, несущей мутацию, найденную при
эпидермолитическом ихтиозе, и к деградации
этой мРНК (рис. 2а). Аберрантная экспрессия
K10В в отобранных клетках не обнаружена.

В 2016 году Shinkuma S. и соавт. применили ре-
дактирование гена COL7A1 для нокаута доминант-
ной мутации в экзоне 109, вызывающей ДДБЭ [81].
Секвенирование геномной ДНК из клеток пери-
ферической крови пациента с ДДБЭ выявило ге-
терозиготную мутацию c.8068_8084delinsGA в ге-
не СOL7A1 – делецию 17 н. и инсерцию 2 н. В
мРНК, считанной с мутантного аллеля, сохраня-
лась открытая рамка считывания COL7A1, но ее
белковый продукт был укорочен на пять амино-
кислотных остатков, причем эта делеция затра-
гивала область Gly-X-Y-повторов коллагенового
домена C7. Доминантно-негативное действие
данной мутации проявлялось в том, что укоро-
ченный мутантный белок, участвуя в посттранс-
ляционном процессинге, модификации и три-
меризации С7, приводил к образованию не-
функционального тримера С7. Редактирование
генома, в данном случае с использованием меха-
низма с-NHEJ, с целью репарации ДЦР, привел

к получению набора клонов, в которых мутант-
ный аллель не экспрессировался. В этой работе
CRISPR/Cas9-редактирование оказалось в 2–
3 раза эффективнее, чем применение TALEN-
доменов. Из четырех клонов отобрали один, в
котором CRISPR/Cas9-редактирование привело к
получению укороченного транскрипта, не подвер-
женного деградации посредством NMD (рис. 2б).
После репрограммирования иПСК в фибробла-
сты проверили экспрессию коллагена типа VII.
Образование тримера С7 оценили с помощью ко-
иммунопреципитации мутантных белков С7,
имеющих FLAG- и HA-таги. Взаимодействие ин-
тактного продукта с мутацией COL7A1 с белком,
не содержащим мутаций, сравнивали с взаимо-
действием продукта из клеток, в которых прове-
дено редактирование COL7A1. Фрагмент отредак-
тированного гена, содержащий экзон 109 в дру-
гой рамке считывания, приводил к появлению
белкового продукта, не участвующего в образова-
нии тримера С7. В результате именно данная мута-
ция и сдвиг рамки считывания, полученный после
редактирования, восстановили функции С7 в клет-
ках, изогенных клеткам пациента с ДДБЭ.

Систему CRISPR/Cas9 использовали для ре-
дактирования генома клеток с другой рецессив-
ной мутацией в экзоне 70 COL7A1 – с.5819delC
(p.Pro1940Argfs*65) – с высокой частотой встре-
чающейся у пациентов с РДЭБ в Японии  [89].
Изменение рамки считывания в результате с-
NHEJ привело в этом случае к уничтожению
преждевременных стоп-кодонов и появлению
транскрипта, не подверженного деградации  [90].
Интересно, что для восстановления экспрессии
мутантного аллеля COL7A1 в процессе редактиро-
вания не потребовалась донорная ДНК (рис. 2в).
Использование направляющей РНК с РАМ в об-
ласти мутации увеличило эффективность редак-
тирования мутантного аллеля.

Редактирование генома в первичных кератино-
цитах человека с помощью системы CRISPR/Cas9
позволило создать модель синдрома Нидертона и
применить генную терапию с помощью лентиви-
русного замещения гена [29]. с-NHEJ вызывали в
клетках после введения CRISPR/Cas9 и двух на-
правляющих РНК к экзону 1 гена SPINK5. В ре-
зультате получили линию клеток с нокаутом гена
SPINK5 (ΔSPINK5), моделирующего доминант-
но-негативную мутацию, приводящую к разви-
тию синдрома Нидертона. Ксенотрансплантация
эпидермальных графтов, содержащих генетиче-
ски модифицированные клетки, мышам с имму-
нодефицитом привела к появлению фенотипа с
гиперкератозом. Трансдукция лентивирусом, не-
сущим рекомбинантную кДНК гена rvSPINK5 без
мутации, клеток с генотипом ΔSPINK5 (без экс-
прессии белка LEKTI – продукта SPINK5) приве-
ла к восстановлению экспрессии LEKTI (табл. 1)
[29]. Ученые из Австрии и Германии использова-
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ли домены TALEN для избирательного нокаута
мутантного аллеля гена KRT5 [31]. Направление
нуклеазы на участок последовательности в 5′-об-
ласти гена привело к нокауту мутантного аллеля
(рис. 2а) наравне с аллелем дикого типа. Эффек-
тивность нокаута и отбор клеток с инактивиро-
ванным мутантным аллелем проверяли с помо-
щью прижизненной флуоресцентной локализо-
ванной микроскопии. Обнаружены сильные
различия в локализации флуоресцентного ре-
портера, экспрессируемого в одной рамке считы-
вания с KRT5 дикого типа, и с мутантным геном
KRT5. Мутации, вызывающие БЭП, чаще всего от-
носятся к доминантно-негативным. Устранить та-
кие мутации можно, используя сходный подход,
однако всякий раз требуется проверка, поскольку
возможно образование укороченных транскрип-
тов, которые избежали действия NMD, но воз-
действуют на клетку доминантно-негативным
образом.

Методы редактирования с использованием 
репарации, направляемой гомологией (НDR)

НDR для биомедицины. HDR можно приме-
нять как к доминантно, так и к рецессивно насле-
дуемым мутациям, что позволяет рассматривать
ее как универсальный метод редактирования
(рис. 2д). Задача геномного редактирования с по-
мощью HDR в контексте генодерматозов состоит
во внесении уникальной точечной мутации в по-
следовательность гена, не затронув при этом ни
рамку считывания, ни важные кодирующие или
регуляторные области других генов. Изогенные
клеточные линии, отличающиеся от исходной
первичной линии лишь одним нуклеотидом, слу-
жат основой для получения биомедицинского
клеточного продукта, пригодного для аутологи-
ческой трансплантации. В этом продукте восста-
новлены функции поврежденного белка, при
этом он аутологичен клеткам пациента. Однако
необходимо также контролировать отсутствие
иммунного ответа пациента на новый антиген,
продукт генной терапии. Основную проблему
представляет крайне низкая эффективность про-
цесса HDR, особенно в первичных клетках. Для
биомедицинского применения HDR необходимо
повысить эффективность доставки системы ре-
дактирования в клетки и разработать эффектив-
ные методы отбора клеток, прошедших редакти-
рование. В настоящее время существует несколь-
ко стратегий отбора целевых клонов, таких как
проточная цитофлуориметрия, селекция с помо-
щью антибиотиков и отбор с помощью чувстви-
тельных методов цифровой ПЦР. С этой целью в
молекулы донорных ДНК вводят гены устойчи-
вости к антибиотикам или кДНК генов флуорес-
центных белков, а также дополнительные молча-
щие мутации, позволяющие отличить исходную

ДНК от донорной [32, 64, 91]. Редактированию с
использованием HDR подвергали первичные ке-
ратиноциты и фибробласты, а также иПСК [91].
Редактирование, опосредованное CRISPR/Cas9,
проводили также на органоидах с помощью метода,
называемого независимым от гомологии трансге-
незом органоидов (от англ. Homology-independent
Organoid Transgenesis, CRISPR-HOT). Использо-
вание флуоресцентного репортера позволило
увеличить эффективность отбора после редакти-
рования [92]. Двойной флуоресцентный репортер
применяли для детекции и количественной оцен-
ки ДЦР в геноме, определения прошедшей в
клетках HDR или с-NHEJ [93].

Если рассматривать методы редактирования
генодерматозов с применением HDR в хроноло-
гическом порядке, то первыми были опублико-
ванные в 2013 году работы с применением TALEN
[76]. В культивируемых первичных фибробластах
больного с диагнозом РДБЭ устранили точечную
мутацию, приведшую к образованию преждевре-
менного стоп-кодона в экзоне 14 гена COL7A1. В
последовательность донорной ДНК для анализа
отличий отредактированного аллеля от исходного
вводили точечные мутации: целевую с.1837 Т>С, а
также “молчащую” мутацию полиморфизма T>C,
разрушающую сайт расщепления рестриктазой
Apa1. Прошедшие редактирование клоны удалось
нарастить до количеств, превосходящих исполь-
зуемые при трансплантации пациенту (более 5 ×
× 108 клеток). Затем из первичных фибробластов,
прошедших генетическую коррекцию, получили
изогенные иПСК. Заметим, что еще раньше был
опубликован метод генетической коррекции до-
минантно-негативной мутации в гене KRT14 в ке-
ратиноцитах больного с БЭП [30]. HDR проходи-
ла с донорной молекулой на основе AAV6, содер-
жащей последовательность гена GFP вместо
экзона 3 KRT14 и фрагмент промотора KRT14 для
направленной специфической рекомбинации.
Показано, что эффективность HDR была выше,
чем при случайной интеграции вирусной после-
довательности в геном.

С использованием HDR с участием донорной
ДНК на основе rAAV (штамм AAV-DJ) проведено
также редактирование мутации в COL7A1 в
иПСК, изогенных клеткам пациентов с РДБЭ
[34]. Известно, что у пациентов с генерализован-
ной формой РДБЭ часто развивается агрессив-
ный плоскоклеточный рак. Однако неясно, обу-
словлено ли это хроническим воспалением или
связано с измененной регуляцией экспрессии ге-
нов, вызванной недостатком С7. В описанной
выше работе сравнили паттерны генной экспрес-
сии в иПСК пациентов и в иПСК здоровых доно-
ров, полученных репрограммированием [34].
Удалось выявить повышение экспрессии группы
генов, связанных с предрасположенностью к раз-
витию плоскоклеточного рака. Опосредованный
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CRISPR/Cas9 нокаут этих генов позволил полу-
чить популяцию изогенных клеток, не экспрес-
сирующих некоторые гены, способствующие раз-
витию плоскоклеточного рака [34]. Проведено
также опосредованное CRISPR/Cas9 редактиро-
вание изогенных иПСК двух пациентов с РДБЭ, у
одного из которых найдена гомозиготная инсер-
ция в экзоне 19 (c.2470insG), а у второго – слож-
ная гетерозиготная мутация в экзонах 19 и 32
(c.2470insG/c.3948insT) [91]. HDR проведена с ис-
пользованием короткого одноцепочечного оли-
гонуклеотидного донора (OOД) и плазмиды, содер-
жащей CRISPR/Cas9. Введение в состав этой плаз-
миды последовательности, кодирующей mCherry,
позволило отобрать нужную популяцию клеток с
помощью проточной цитофлуориметрии. Вполне
закономерно, что эффективность HDR была ни-
же в случае гомозиготной мутации (10%) и выше
для гетерозиготного аллеля (40%). Показано так-
же, что кератиноциты и фибробласты, репрограм-
мированные из иПСК, содержали специфические
для этих клеток маркеры дифференцировки. В этих
кератиноцитах и фибробластах, выращенных в
условиях 3D эквивалента кожи, после ксенотранс-
плантации образца эквивалента мышам с имму-
нодефицитом восстанавливалась экспрессия С7.
Наличие якорных фибрилл показано с помощью
просвечивающей электронной микроскопии сре-
зов реконструированного эквивалента кожи [91].

В 2018 году Izmyryan и соавт. c помощью
СRISPR/Cas9 провели успешное редактирование
генома первичных кератиноцитов и фибробла-
стов пациента с нонсенс-мутацией в экзоне 2
COL7A1(c.189delG)  [94]. В качестве донора для
HDR использовали лентивирус, не способный к
интеграции в геном, без гена устойчивости к ан-
тибиотику и флуоресцентного репортера. Эффек-
тивность HDR, оцененная с помощью цифровой
капельной ПЦР, составила 11 и 15.7% в кератино-
цитах и фибробластах соответственно. Это весьма
высокие показатели, если принять во внимание
первичные клетки с низкой эффективностью HDR
и отсутствием селекции после редактирования.

Обнаружено, что не во всех успешно прошед-
ших редактирование клетках происходит эффек-
тивное восстановление экспрессии С7, т.е. эф-
фективности редактирования гена и восстановле-
ния экспрессии С7 часто различаются. Свой
вклад вносит соотношение гетеро- и гомозигот-
ных мутаций после редактирования генома, про-
лиферативный потенциал клеток, их способность
к дифференцировке, а также доля эпидермаль-
ных стволовых кератиноцитов с высоким проли-
феративным потенциалом [95].

Интересен опыт редактирования генома гемо-
поэтических стволовых клеток CD34+, в резуль-
тате которого в этих клетках увеличилась экс-
прессия С7 [96]. Редактирование проведено с по-

мощью CRISPR/Cas9 и AAV6 в качестве донора
для HDR. В регуляторную область гена COL7A1
встраивали промоторный участок гена PPP1R12C
с акцепторным сайтом сплайсинга и ген GFP для
отбора отредактированных клонов с помощью
проточной цитофлуориметрии.

Опосредуемое СRISPR/Cas9 редактирование
генома проводили на модели ПоБЭ с мутацией
R635X в гене LAMB3, кодирующем субъединицу
ламинина 332 [97]. В этой работе для доставки
CRISPR/Cas9 использовали аденовирус, а донор-
ную ДНК вводили в состав модифицированного
лентивируса, не способного к интеграции в геном.

Пропуск экзона как метод терапии ВБЭ. Пока-
зана возможность пропуска некоторых экзонов
гена Col7A1 (экзоны 3, 80, и 105) и функциональ-
ная значимость образующегося в результате этого
укороченного продукта  [98]. Судя по опублико-
ванным данным, список таких экзонов COL7A1,
обнаруженных в различных популяциях, еще ши-
ре  [99–101]. Изучение значимости пропуска эк-
зонов, проведенное на группе пациентов с ДДБЭ
и РДБЭ в Нидерландах, позволило сделать вывод,
что пропуск экзона может вызвать развитие более
легкой формы заболевания с более стабильным
состоянием только у пациентов с рецессивной
формой заболевания  [102]. На основании этого
можно рекомендовать использование направлен-
ного пропуска экзона как метода коррекции му-
таций, вызывающих РДБЭ. Если направить Cas9
на специфическое разрезание ДНК в области ин-
тронов, прилегающих к экзону, содержащему му-
тацию, то, имея специфические сайты для направ-
ляющих РНК, можно изменить последователь-
ность целевой мРНК. Терапевтический эффект
основан на использовании укороченного функци-
онального белка, синтезируемого с модифициро-
ванной мРНК, полученной в результате измене-
ния сплайсинга и пропуска ряда экзонов (рис. 2в).

Впервые пропуск экзона применили в генной
терапии мышечной дистрофии Дюшенна [103].
Ген дистрофина, как и COL7A1, содержит доме-
ны, в состав которых входят экзоны, локализо-
ванные в одной рамке считывания. Исходно для
пропуска экзонов, несущих мутацию, применяли
антисмысловые олигонуклеотиды, воздействую-
щие на сплайсинг пре-мРНК  [104].

Методы повышения эффективности редактиро-
вания с участием HDR. Во многих сравнительных
исследованиях эффективности работы системы
CRISPR/Cas9 показано, что использование РНК-
белкового комплекса Cas9 с cr/tracrРНК более
эффективно, чем плазмид, их кодирующих. Для
редактирования генома при генодерматозах при-
меняют оба метода, поскольку использование
плазмид более экономично и очень удобно [32,
46, 91].
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В 2013 году была предложена мутантная Cas9
(Cas9n) – никаза. Нарушение активности RuvC-
домена (благодаря мутации D10A) никазы позво-
лило сильно снизить ее неспецифическую актив-
ность при редактировании [105]. Практически
сразу никазу начали применять для редактирова-
ния мутаций, вызывающих генодерматозы, преж-
де всего ВБЭ. Редактирование мутаций в генах
KRT14 и COL7A1, приводящих к БЭП и РДБЭ, по-
казало, что одновременное введение двух направ-
ляющих РНК сильно увеличивает эффективность
HDR и снижает неспецифические эффекты [32,
106]. Высокая эффективность HDR подтвержда-
ется тем, что последствия с-NHEJ обнаружива-
ются только в 11% клонов из более 80%, отредак-
тированных с помощью HDR [106].

Для увеличения эффективности редактирова-
ния применяют подходы, позволяющие избежать
повторного разрезания ДНК уже отредактиро-
ванного локуса. Например таких, как внесение в
донорную ДНК блокирующих мутаций, препят-
ствующих повторному узнаванию комплексом
СRISPR/Cas9, с возможностью последующего
устранения этих мутаций [107]. Примерно в поло-
вине работ, посвященных редактированию гено-
ма при ВБЭ, используется одноцепочечный до-
нор и, в значительной части, – двухцепочечная
матрица с возможностью последующей селекции
[82]. В обоих случаях в донорные ДНК вносят
“молчащие” нуклеотидные замены, которые не
меняют аминокислотную последовательность, но
приводят к образованию сайта узнавания эндо-
нуклеазой рестрикции, что позволяет отличать
клоны, подвергнутые HDR, от исходных матриц
[32]. В случае двухцепочечных донорных молекул
для селекции клонов, продуктов гомологичной
рекомбинации, применяют кассеты, кодирую-
щие флуоресцентные маркеры или гены устойчи-
вости к антибиотику [32, 82].

Методы доставки компонентов системы ре-
дактирования постоянно совершенствуются. На-
пример, разработаны подходы к доставке компо-
нентов с помощью электропорации [51], наноча-
стиц [108], трансдукции вирусных частиц и
трансфекции плазмид.

Интерес представляет применение транспозо-
на piggyBac для введения кассеты с геном устой-
чивости к антибиотику в плазмиду, несущую до-
норную ДНК, для HDR. Применение этого ме-
тода на иПСК позволило отредактировать
мутации в двух экзонах гена COL7A1 с помощью
CRISPR/Cas9  [64]. Редактирование преждевре-
менного стоп-кодона – мутации c.2005 C > T
(p.R669*) в экзоне 15, подтверждено секвенирова-
нием. С помощью Вестерн-блот-анализа получено
подтверждение экспрессии полноразмерного С7
после репрограммирования иПСК в кератиноциты.
Преимущество данной системы состоит в том, что

последовательность piggyBac можно легко бес-
следно удалить из генома отредактированных
клеток с помощью HDR.

Редакторы оснований (РО)
Дезаминирование, происходящее с удалением

аминогруппы из молекулы, приводит к транзици-
ям, заменам A:T на G:C в ДНК. В редактировании
геномов используют также дезаминазы, работаю-
щие в тандеме с модифицированными программи-
рованными нуклеазами, так называемые Редакторы
Оснований (РО) [109]. Главным преимуществом
этого подхода считается отсутствие генотоксиче-
ского эффекта (без накопления ДЦР не активиру-
ется система репарации). Совершенствование си-
стем РО путем направленной эволюции и белковой
инженерии привело к созданию высокоточных си-
стем с повышенной специфичностью. Важным па-
раметром РО-систем является “сужение окна”
активности дезаминазы на ДНК в пределах не-
скольких нуклеотидов от направляющей РНК
[110, 111]. РО также применили в генотерапии
РДБЭ [112]. Новая система редактирования, со-
держащая аденозиндезаминазу (ABE, от англ. Ad-
enosine deaminase Base Editor) в составе химерно-
го белка с Cas9n, локально специфически дезами-
нирует A:T в G:C, не внося при этом ДЦР в ДНК.
Предложена также система на основе цитозин-
дезаминазы (СBE), которая в составе с никазой
редактирует цитозин, осуществляя конверсию
С:G в Т:A (рис. 2е). Эта система особенно ценна
для редактирования в клетках человека, частыми
мутациями в которых являются замены T:A на
С:G [113].

Интерес представляет редактирование мута-
ции в гене, кодирующем трансглутаминазу 1
(TGM1) (рис. 1). Мутация c.607C > T приводит к
ламеллярному ихтиозу – орфанному аутосомно-
рецессивному заболеванию человека (табл. 1). У
семейной пары с одинаковой гетерозиготной му-
тацией в этом гене случалось невынашивание бе-
ременности. Секвенирование показало возник-
новение de novo герминальной мутации, посколь-
ку более 98% спермы пациента содержало эту
мутацию. С помощью двух разных РО на основе
цитидиндезаминаз семейства APOBEC (apolipo-
protein B mRNA editing enzyme, catalytic polypep-
tide-like) – SC-ABE max и ABE max-NG – прове-
дено редактирование на зиготах. Использование
этой системы обеспечило 73%-ную эффектив-
ность редактирования [28]. Таким образом пока-
зано успешное редактирование с помощью РО in
vivo на эмбрионах.

Новые методики редактирования
Эффективность редактирования можно повы-

сить путем изменения экспрессии факторов, вли-
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яющих на репарацию ДЦР, с помощью увеличе-
ния специфичности систем редактирования и
эффективности селекции клеток после редакти-
рования.

Снижение экспрессии p53 в клетках млекопи-
тающих увеличивает эффективность опосредо-
ванного CRISPR/Cas9 редактирования [114]. P53
стимулирует транскрипцию гена CKI, кодирующе-
го белок р21, который блокирует переход клетки на
следующую стадию клеточного цикла, останавли-
вая его либо в фазе G1, либо в G2/M-переходе. Не-
давно показали, что активность CRISPR/Cas9 в
клетках пигментного эпителия сетчатки с инак-
тивированным p53 выше, чем в клетках с интакт-
ным белком p53 [114]. Активация p53 при геноток-
сическом стрессе приводит к дифференцировке
иПСК, обеспечивая таким образом стабильность
генома стволовых клеток [115]. Если для редактиро-
вания генома используют иПСК, то временный
нокдаун гена Тp53, кодирующего p53, или экс-
прессия доминантно-негативного мутантного ва-
рианта р53 могут привести к повышению эффек-
тивности редактирования [116].

При редактировании с использованием с-
NHEJ скрининг приходится проводить без обога-
щения отредактированных клеток с помощью се-
лекции. Разнообразие возможных исходов репа-
рации может затруднять процесс получения нуж-
ных клонов, поэтому разрабатывается множество
моделей, направленных на предсказание этих ре-
зультатов. Большинство из них основано на ана-
лизе данных, полученных после редактирования
с использованием библиотек направляющих
РНК [117–119]. Эти подходы могут быть полезны-
ми при подборе эффективных направляющих
РНК и выборе участков для внесения разрыва. В
некоторых работах результаты репарации пред-
сказывают на основе поиска коротких гомоло-
гичных участков в области разрыва. В этом случае
репарация может идти по более предсказуемому
пути – с помощью соединения концов на основе
коротких участков микрогомологии (MMEJ, от
англ. Microhomology Mediated End Joining) [120,
121]. Этот вид репарации можно использовать в
качестве вспомогательного инструмента для бес-
шовного вырезания селективной кассеты после
редактирования методом HDR [122].

Альтернативным подходом к редактированию
с внесением одного или двух одноцепочечных
разрывов является система prime editing (PE), ко-
торая позволяет вносить в геном короткие инсер-
ции и делеции, а также более длинные фрагменты
последовательности. Эта система состоит из ги-
бридного белка spCas9(H840A) в одной рамке
считывания с обратной транскриптазой и моди-
фицированной направляющей РНК, которая со-
держит на 3′-конце донорную последователь-
ность для редактирования [123]. Поблемой при

использовании PE-системы является сложность
конструирования эффективной модифицирован-
ной направляющей РНК, однако в этой области
ведется активная работа [124]. Этот подход, не-
смотря на его новизну, начинают применять для
редактирования мутаций, вызывающих генодер-
матозы (неопубликованные данные).

МОДЕЛИ ГЕНОДЕРМАТОЗОВ 
НА ЖИВОТНЫХ, СОЗДАННЫЕ 

С ПРИМЕНЕНИЕМ 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМОВ

Появление системы СRISPR/Cas9, ставшей
эффективным инструментом редактирования ге-
нома, расширило возможности моделирования
генодерматозов. Изучение молекулярных аспек-
тов заболеваний, например эпидермолитического
ихтиоза [125], обычно начинают с создания моде-
лей в клеточных культурах. Затем, при получении
потенциально клинически значимых результатов,
проводят доклинические исследования, для кото-
рых необходимо создание моделей на животных.
Систему CRISPR/Cas9 можно использовать в эм-
брионах животных и создавать с ее помощью му-
тации, ортологичные мутациям у человека [51].
Орфанные генодерматозы встречаются в изоли-
рованных популяциях диких животных или воз-
никают в процессе селекции, например, мутации
в гене Сol7a1 вызывают РДБЭ у собак некоторых
пород [126, 127] и у фордервальдской породы
крупного рогатого скота [128]. В гене тирозиназы
макаков резусов найдена мутация, вызывающая
альбинизм, сходный по проявлениям с глазокож-
ным альбинизмом у человека [129]. На модели
РДБЭ у собак породы ретривер изучено влияние
белковой терапии рекомбинантным C7 [83]. Од-
нако применение данных моделей серьезно огра-
ничивается структурными различиями кожи жи-
вотных и человека. Так, например, только у ново-
рожденных мышат структура эпидермиса сходна
с эпидермисом человека. Недавно у нескольких
детенышей из одного помета макаков резусов об-
наружили мутацию в гене krt5, вызывающую тя-
желую форму БЭП [130]. В 1999 году создали мы-
шей с нокаутом гена Col7a1, у которых с помощью
стабильной интеграции открытую рамку считы-
вания в области экзонов 46–69 заменили на ген
устойчивости к неомицину. Однако такие мыши
умирали через 2 недели после рождения [131].
Впоследствии получили другую линию гипо-
морфных мышей, которые имели все признаки
тяжелого заболевания при сохранении неболь-
шого уровня экспрессии С7. Опосредованное ре-
комбиназой Сre встраивание кассеты устойчиво-
сти к неомицину разрывало рамку считывания
коллагена после второго экзона, что привело к
значительному снижению количества белка [132].
Интересно, что в тканях гомозиготных трансген-



1006

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

ИВАНЕНКО и др.

ных животных оставалось некоторое количество
С7 (около 10%): синтез полноразмерного тран-
скрипта происходил, как выяснилось, за счет абер-
рантного сплайсинга в области экзона 2 Col7a1
[132]. Впоследствии получили модели с индуци-
бельным нокаутом Col7a1. С этой целью исполь-
зовали Сre-рекомбиназу, при помощи которой в
ответ на добавление тамоксифена вырезали фраг-
мента гена, начиная с экзона 2 [133]. Эти модели
использовали для проверки амелиоративного эф-
фекта генотерапевтических продуктов, напри-
мер, рекомбинантного белка C7, воздействия
лентивирусной трансдукции, инъекций аллоген-
ных мезенхимальных стволовых клеток [83, 134].
Индуцибельный нокаут Col7a1 позволил уточ-
нить время жизни С7 во внеклеточном матриксе
(белок живет примерно 30 дней, ранее считалось,
что намного дольше) и изучить механизмы наруше-
ния заживления ран при РДБЭ, особенности обра-
зования грануляционной ткани и привлечения кле-
ток, провоцирующих воспаление [135]. В 2017 году
систему редактирования генома CRISPR/Cas9 при-
менили in vivo сначала для создания гипоморф-
ных мышей с мутацией в экзоне 80 Col7a1, а затем
для редактирования этой мутации [51]. Получена
линия мышей с нокаутом эндогенного гена Col17
и встраиванием человеческого ортолога этого ге-
на с мутацией, вызывающей буллезный пемфиго-
ид – воспалительное аутоиммунное заболевание
кожи. Образование пузырей и эрозий на коже при
этом заболевании обусловлено выработкой анти-
тел IgG, направленных на компонент полудесмо-
сом – антиген буллезного пемфигоида, белок
BP180  [136]. На модели гуманизированной мыши
проверен терапевтический эффект аллогенной
трансплантации мезенхимальных стволовых кле-
ток человека.

На мышах моделировали эпидермолитиче-
ский ладонно-подошвенный кератоз, при кото-
ром наблюдаются нарушения в дифференциров-
ке и пролиферации эпидермиса с гиперкератозом
[137]. Ладонно-подошвенный кератоз вызывает-
ся аутосомно-доминантными мутациями в генах,
кодирующих кератины. С целью моделирования
этого заболевания получили трансгенных мышей
с гетерозиготной мутацией – инсерцией c.434de-
lAinsGGCT (p.Tyr144delinsTrpLeu) в Krt9. Эту му-
тацию удалили с применением CRISPR/Cas9 и
одиночной направляющей РНК. Три инъекции
этой системы in vivo привели к снижению уровня
экспрессии K9 (до 14.6%) и проявлений керато-
дермии.

Использование методов редактирования гено-
ма для моделирования генодерматозов на живот-
ных существенно продвинуло изучение механиз-
мов этих заболеваний, а в ряде случаев способ-
ствовало нахождению новых подходов к генной
терапии этих патологий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Стратегии генной терапии уже более 15 лет

применяются при генодерматозах, в основном при
ВБЭ. Большое внимание уделяется созданию гено-
терапевтических препаратов, доступных для паци-
ентов с различными мутациями в одном и том же
гене. Использование системы CRISPR/Cas9 и ее
различных вариантов постепенно вытесняет
остальные методы генотерапии. В настоящее время
получено несколько патентов на использование
подходов ex vivo редактирования гена COL7A1, му-
тации в котором вызывают ДБЭ. Редактирование
генома первичных пациент-специфичных клеток
применяется не меньше, чем редактирование по-
лученных из них иПСК, с последующим репро-
граммированием в изогенные линии различного
типа. Вошедшее в практику широкомасштабное
секвенирование, проводимое после редактирова-
ния генома, позволяет быстро оценить его эф-
фективность и наличие неспецифических (off tar-
get) эффектов. Определяющее значение для под-
бора стратегии геномного редактирования имеет
тип мутации, характер ее наследования и нуклео-
тидное окружение. К доминантно-негативным
мутациям можно применять методы редактиро-
вания с получением нокаутов. После редактиро-
вания мутантных аллелей для получения целевых
клонов применяют функциональный отбор, на-
правленный на восстановление нормального фе-
нотипа. При редактировании рецессивно насле-
дуемых мутаций чаще используют HDR, которая
имеет низкую эффективность. Эффективность
HDR повышают с помощью различных подходов,
совершенствуют и методы доставки, и методы се-
лективного отбора целевых клонов.
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GENOME EDITING IN THERAPY OF GENODERMATHOSES
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This review is devoted to the prospects for the use of fundamentally important approaches and methods for
the correction and therapy of genodermatoses, a group of inherited skin diseases. The greatest number of
methods was applicable for the group of inherited epidermolysis bullosa. Gene replacement using viral and
non-viral methods of delivery to cells has been replaced by genome editing using programmable nucleases
used both in vitro and in vivo. The focus is on more widely used methods applied in vitro to various cell types.
The description of the methods used is classified based on the use of DNA break repair pathways: the canon-
ical non-homologous end-reconnection pathway – cNHEJ, and directed homologous recombination –
HDR. The choice of editing strategy depends on the type of mutation causing the disease, the type of its in-
heritance, and the nucleotide environment of the mutation. Animal disease models obtained by genome ed-
iting are considered. The experience of developing methods for editing the genome and their application for
the treatment of genodermatoses, previously recognized as incurable, is summarized.

Keywords: genodermathoses, inherited epidermolysis bullosa, dominant mutation, recessive mutation, epi-
dermal keratinocytes, induced pluripotent stem cells, programmable nucleases, genome editing, repair, re-
combination, transgenic cells, gene therapy, transplantation
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