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Àííîòàöèÿ

Öåëü èññëåäîâàíèÿ – анализ современных научных данных, посвященных молекулярным механизмам 
системы CRISPR-Сas9 в редактировании генов, преимуществам и недостаткам в исследованиях рака 
и разработке новых методов лечения. Ìàòåðèàë è ìåòîäû. Комплексный электронный поиск соот-
ветствующих публикаций проведен в научных базах данных PubMed/MEDLINE, ScienceDirect, Wiley и 
Google Scholar за период с 2014 по 2024 г. Поиск был адаптирован к конкретным требованиям каждой 
базы данных на основе следующих ключевых слов: CRISPR-Cas9, sgРНК, редактирование генома, 
иммунотерапия рака, CAR-T. В результате поиска было найдено 487 публикаций по интересующей 
теме, из которых 54 были использованы для написания литературного обзора. Кроме того, в статье 
дискретно подчеркиваются важность и проблемы CRISPR-Cas9 при производстве генно-инженерных 
Т-клеток для их потенциального использования при лечении определенных типов рака. Ðåçóëüòàòû.

CAR-T (Т-клетка с химерным антигенным рецептором)-терапия широко используется в качестве одного 
из основных компонентов иммунотерапии при лечении лейкемии, лимфомы и некоторых солидных 
опухолей. Разработка запрограммированных направляющих РНК (sgРНК) и новых модификаций белка 
Cas9 позволила сделать технологию гибкой и универсальной. CRISPR-Cas9 часто используется для 
модификации Т- и NK-клеток с помощью конструкции антигенных рецепторов для улучшения их сен-
сорных цепей сложной функциональности, способных распознавать и уничтожать опухолевые клетки. 
При этом доставка готового рибонуклеопротеинового (Cas9+sgРНК) комплекса в клетку позволяет 
избежать конститутивных процессов транскрипции и трансляции, что обеспечивает максимально 
быстрое редактирование генов. Çàêëþ÷åíèå. В обзоре рассмотрены научные данные, подчеркиваю-
щие многообещающее влияние технологий CRISPR на исследования и лечение рака. CRISPR-Cas9 
считается уникальной и эффективной технологией в области генной и биомолекулярной инженерии. 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: CRISPR-Cas9, sgÐÍÊ, ÄÍÊ, ðåäàêòèðîâàíèå ãåíîìà, ðàê, CAR-T.
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Abstract

Purpose of the study: analysis of modern scientific data on the molecular mechanisms of the CRISPR-Cas9 
system in gene editing, advantages and disadvantages in cancer research and the development of new 
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treatment methods. Material and Methods. A comprehensive electronic search of relevant published studies 
was conducted in the scientific databases PubMed/MEDLINE, ScienceDirect, Wiley and Google Scholar 
published between 2014 and 2024. The search was tailored to the specific requirements of each database 
based on the following keywords: CRISPR-Cas9, sgRNA, genome editing, cancer immunotherapy, CAR-T. 
The search yielded 487 studies on the topic of interest, of which 54 were used to write the literature review. 
Additionally, the article discretely highlights the importance and challenges of CRISPR-Cas9 in the production of 
genetically engineered T cells for potential use in treating certain types of cancer. Results. Accordingly, CAR-T 
(chimeric antigen receptor T-cell) therapy is widely used as one of the main components of immunotherapy 
in the treatment of leukemia, lymphoma and some solid tumors. The development of programmed single 
guide RNAs (sgRNAs) and new modifications of the Cas9 protein has made the technology flexible and 
universal. CRISPR-Cas9 is often used to modify T and NK cells by designing antigen receptors to improve 
their sensory circuits with complex functionality capable of recognizing and killing tumor cells. At the same 
time, delivery of the finished ribonucleoprotein (Cas9+sgRNA) complex into the cell avoids the constitutive 
processes of transcription and translation, which ensures the fastest possible gene editing. Conclusion. In 
this review, we reviewed the scientific evidence highlighting the promising impact of CRISPR technologies in 
cancer research and treatment. CRISPR-Cas9 is considered a unique and effective technology in the field 
of genetic and biomolecular engineering.

Key words: CRISPR-Cas9, sgRNA, DNA, genome editing, cancer, CAR-T.

Введение
По оценкам ВОЗ, в 2050 г. ожидается увеличе-

ние количества впервые выявленных злокачествен-
ных новообразований (ЗНО) на 77 % по сравнению 
с 2022 г. [1]. Борьба со злокачественными опу-
холями является глобальной проблемой, которая 
требует новых стратегий лечения. Э. Шарпантье 
и Дж. Даудна удостоены Нобелевской премии по 
химии 2020 г. за разработку метода редактирова-
ния генома с помощью системы CRISPR-Cas9 [2]. 
Перед многими учеными встали вопросы о том, 
как изменит эта система геном человека, который 
сформировался в результате эволюции. Однако 
авторы открытия считают целесообразным редак-
тирование генома соматических клеток по мере 
необходимости в конкретных исследованиях, а не 
половых клеток. Хотя спорадическое распростра-
нение системы CRISPR-Cas в микробиотах пред-
полагает, что она подвергалась горизонтальному 
переносу генов в процессе филогенеза [3]. 

Система CRISPR (кластеризованные регулярно 
расположенные короткие палиндромные повторы, 
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats) сформировалась в результате эволюци-
онного развития прокариот (бактерии и археи) и 
представляет собой механизм защиты от чужерод-
ной ДНК вирусов и плазмид, генерирующихся за 
счет активации определенных родов РНК. Функ-
циональная ассоциация белка 9 (Cas9, CRISPR-
associated protein 9), члена семейства белков с 
рестриктазной активностью, с CRISPR приводит к 
двухцепочечным разрывам ДНК на уровне специ-
фических нуклеотидных последовательностей (т.н. 
протоспейсеры). Следовательно, высокопроизво-
дительные генетические маневры CRISPR-Cas9 в 
редактировании ДНК сгенерировали мощный им-
пульс исследованиям и разработкам биологических 
методов лечения рака [4]. Трансляция технологий 
генной инженерии в медицинскую онкологию и 
успехи в генетических манипуляциях с использо-

ванием системы CRISPR-Cas9 в эукариотических 
клетках привели к созданию эффективных иммуно- 
и таргетных препаратов при раке, рефрактерном к 
стандартным методам лечения. В настоящее время 
эта система эффективно используется в иммуно-
терапии рака, включая модификацию адаптивных 
Т-клеток и естественных киллеров против опу-
холевых клеток, выработку антител, стимуляцию 
секреции цитокинов и ингибирование активности 
иммунных контрольных точек. Например, сегодня 
CAR-T (chimeric antigen receptor T cells, Т-клетки с 
химерным антигенным рецептором)-терапия ши-
роко используется в качестве одного из основных 
компонентов иммунотерапии при лечении лейке-
мии, лимфомы и некоторых солидных опухолей 
[5]. CRISPR-Cas9 превзошел другие системы ре-
дактирования генома по следующим параметрам: 
CRISPR-Cas9 распознает комплементарный сайт 
ДНК посредством взаимодействия РНК-ДНК; 
легко проектируется; приводит к более высокой 
специфичности и эффективности; обеспечивает 
простой способ манипулирования несколькими 
ДНК-мишенями одновременно (высокоэффектив-
ное мультиплексирование); является экономичной 
технологией [6]. Исследования, направленные 
на дальнейшее изучение потенциала системы 
CRISPR-Cas9, предоставили ученым понимание 
микроокружения ЗНО и возможность создания мо-
дифицированных клеток, которые считаются важ-
ными движущими силами иммунотерапии. Хотя 
система CRISPR-Cas9 является новой технологией, 
в настоящее время она становится общепринятым 
лабораторным методом редактирования генов. 
Однако трансляция технологии CRISPR-Cas9 в 
клиническую практику сталкивается с некоторы-
ми серьезными проблемами, которые мешают ей 
быть успешным терапевтическим подходом. Эти 
препятствия включают, но не ограничиваются, 
следующие проблемы: нецелевые изменения, 
недостаточная специфичность, ненадежная до-
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ставка, неожиданные делеции и сложные геном-
ные перестройки в отредактированных клетках, 
генотоксичность, иммуногенность белка Cas9 и 
CRISPR-Cas9 могут проявлять свою способность 
редактирования генома только при наличии ну-
клеотидной последовательности PAM (protospacer 
adjacent motif, смежный мотив протоспейсера) 
(5'-NGG-3') [7].

В данном обзоре обсуждаются применение и 
проблемы технологии CRISPR-Cas9 в исследова-
ниях и лечении рака, достижения и перспективы 
продвижения новых инженированных клеточных и 
субклеточных терапевтических средств за предела-
ми иммуноонкологии. Анализируются современные 
молекулярные механизмы стратегии CRISPR-Cas9 в 
редактировании генов, преимущества и недостатки 
в исследованиях рака и разработке новых методов 
лечения. Кроме того, мы фокусируемся на важности 
и проблемах CRISPR-Cas9 в производстве генети-
чески модифицированных Т-клеток для потенци-
ального использования при лечении определенных 
типов рака. Комплексный электронный поиск соот-
ветствующих публикаций был проведен в научных 
базах данных PubMed/MEDLINE, ScienceDirect, 
Wiley и Google Scholar за период с 2014 по 2024 г. 
Поиск адаптирован к конкретным требованиям каж-
дой базы данных на основе следующих ключевых 
слов: CRISPR-Cas9, sgРНК, ДНК, редактирование 
генома, рак, CAR-T. 

Конструирование системы CRISPR-Cas9
Способность ДНК восстанавливаться после 

двухцепочечных разрывов позволяет генетически 
манипулировать системой CRISPR-Cas9. CRISPR-
Cas9 представляет собой адаптивный модуль 
редактирования генов, имеющий преимущества 
перед другими технологиями, такими как интер-
ференция РНК (RNAi), эффекторные нуклеазы, 
подобные активаторам транскрипции (TALENs), 
и нуклеазы цинковых пальцев (ZFNs) [8]. На са-
мом деле, CRISPR-Cas9 появляется в природе как 
жизненно важная иммунная система прокариот, 
приспособленная расщеплять чужеродную или 
вторгающуюся ДНК вируса [9]. Прокариоты спра-
ведливо интегрируют в свой геном определенные 
сегменты вирусного генома (протоспейсеры), 
внедрившиеся в цитозоль, в качестве молекуляр-
ной памяти, что позволяет сформировать быструю 
защитную реакцию при последующем заражении 
этим вирусом. Интегрированная вирусная после-
довательность (спейсер) затем транскрибируется с 
образованием CRISPR РНК (crРНК) и мобилизует-
ся в качестве комплементарного зонда для обнару-
жения последовательности PAM во вторгающейся 
ДНК, которая, в свою очередь, определяет спец-
ифический сайт расщепления для эндонуклеазы 
Cas9 [10]. Таким образом, система CPISPR-Cas9, 
ориентированная на молекулярную защиту прока-
риот, широко используется в геномной инженерии, 

которая в последнее время быстро интегрируется 
с медицинской онкологией [11, 12].

Однако исследователи разработали направляю-
щую РНК (guide [g] РНК) в качестве искусственной 
замены эндогенного комплекса crРНК для рас-
познавания целевого нуклеотида с последующей 
активностью нуклеазы Cas9. Кроме того, у CRISPR 
преобладает потенциал для мультиплексирования 
нескольких генов-мишеней, программирования 
gРНК и простоты доставки in vivo с низкой ци-
тотоксичностью [13]. CRISPR-Cas9 можно рас-
сматривать как РНК-управляемую эндонуклеазу 
(RGEN, RNA-guided endonuclease), которая вклю-
чает в себя распознавание специфических корот-
ких последовательностей-мишеней (~20 п.н.). 
PAM, нуклеотидная последовательность из 2–6 пар 
оснований, очень важно, чтобы gРНК узнала свои 
целевые нуклеотиды, за которыми следует рекру-
тирование белка Cas9. При этом gРНК направляет 
завербованный Cas9 через его специфические 
последовательности, связанные с трансактиви-
рующей crRNA (tracrРНК). Путем формирования 
гибрида crРНК и tracrРНК (также называемой 
последовательностью одиночной направляющей 
РНК, sgРНК [single guide]) система CRISPR-Cas 
может направлять фермент Cas9 на гибридизацию 
с определенными последовательностями ДНК 
и вводить двухцепочечные разрывы с помощью 
спейсера (рис. 1). Связывание эндогенных crРНК 
и tracРНК посредством линкерных последователь-
ностей (Linkerloop) обеспечивает образование еди-
ной искусственной олигонуклеотидной структуры, 
выполняющей роль направляющей РНК [14].

Рис. 1. Управляемый рибонуклеопротеиновый комплекс для 
распознавания и разрыва целевой последовательности ДНК 
(gРНК, однокомпонентная запрограммированная направляю-
щая РНК; crRNA, CRISPR РНК; tracrRNA, трансактивирующая 
crРНК; PAM, смежный мотив протоспейсера; Linker loop, лин-

керная петля). Примечание: рисунок выполнен авторами
Fig. 1. A regulated ribonucleoprotein complex for recognizing and 

breaking the target DNA sequence (gRNA, single-component 
programmed guide RNA; crRNA, CRISPR RNA; tracrRNA, 
transactivating crRNA; PAM, protospacer adjacent motif).

Note: created by the authors
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При взаимодействии sgРНК с ДНК-мишенью 
белок Cas9 (эндонуклеаза рестрикции) генериру-
ет двухцепочечный разрыв из трех нуклеотидов 
выше последовательности PAM (рис. 1). PAM 
представляет собой последовательность 5'-NGG-3', 
где «N» – это любое азотистое основание, за ко-
торым следуют два азотистых основания гуанина 
(«G»). Направляющие РНК могут транспорти-
ровать Cas9 на многие комплементарные сайты 
в геноме, но никакое редактирование не сможет 
произойти, если Cas9 не распознает сайт PAM. 
В идеале репарация ДНК в клетке может проис-
ходить посредством негомологичного соединения 
концов (NHEJ)-опосредованного пути ДНК или 
посредством репарации ДНК, направленной по 
гомологии (HDR) [15]. Прямое соединение двух 
одноцепочечных концов в механизме репарации 
NHEJ приводит к небольшим случайным мутациям 
вставки или делеции (indels), которые в конечном 
итоге способствуют молчанию соответствующего 
гена (knock-out). HDR использует комплементар-
ные последовательности ДНК в гомологичной 
матрице для генерации репарации ДНК, с помо-
щью которой конкретный ген может быть создан 
(knock-in) путем транспозиции конструктуриро-
ванных одноцепочечных фрагментов ДНК [16]. 
Поскольку нацеливание системы CRISPR основано 
на формировании комплекса белок/рибонуклеотид, 
ее можно использовать для любых геномных целей 
путем создания различных структурных вариаций 
gРНК [11]. Прямая доставка РНК, кодирующей 
белок Cas, и специфической gРНК в клетку еще 
больше повышает эффективность системы CRISPR 
при редактировании конкретных генов, тем самым 
преодолевая препятствия и трудности, связанные 
с априорными методами, основанными на системе 
репарации гомологичной рекомбинации [17]. 

CRISPR-Cas9 в исследовании 
и лечении рака
Раковые клетки в основном характеризуются 

различными мутациями ДНК, которые провоциру-
ют нестабильность генома и нарушение регуляции 
механизмов клеточного деления. В настоящее 
время наиболее известными мутационными из-
менениями являются инактивация гена TP53 и 
активация гена RAS вследствие миссенс-мутаций. 
Более 50 % всех первичных ЗНО человека связаны 
с мутациями гена TP53 [18] и примерно до 30 % – 
с мутациями гена RAS (особенно KRAS) [19]. За 
исключением недавно одобренного таргетного пре-
парата Соторасиба, нацеленного на KRAS (G12C) 
[20], продукты этих мутантных генов остаются 
наиболее трудными и безуспешными мишенями в 
точечной терапии рака. В этом контексте техноло-
гия CRISPR-Cas9 использовалась для изучения из-
вестных генов, вызывающих рак, таких как TP53 и 
KRAS, и для выявления новых ответственных генов. 
Использование CRISPR для инактивации онкогена 

KRAS на мышиной модели рака легких оказалось 
весьма эффективным [21]. Обладая этими знания-
ми, исследователи могут разрабатывать таргетные 
методы лечения мутантных генов и предотвращать 
прогрессирование рака. CRISPR-Cas9 предостав-
ляет беспрецедентные возможности для имитации 
структурно аберрантных хромосом, наблюдаемых 
при раке у генетически модифицированных мышей, 
которые ранее было трудно моделировать. Этот 
подход, основанный на CRISPR-индуцированных 
двухцепочечных разрывах ДНК и последующей 
репарации эндогенными системами NHEJ/HDR, 
позволяет относительно просто вставлять или уда-
лять фрагменты ДНК разных размеров не только 
в геноме мыши, но и в геноме человека [15, 22]. 
Кроме того, система CRISPR-Cas9 также исполь-
зуется для индукции и изучения мутаций белков, 
которые вызывают устойчивость к лекарствам и 
снижают их фармакологическую активность. Стра-
тегия Drug Target SeqR, разработанная для поиска 
физиологических мишеней для лекарств, включает 
в себя сочетание высокопроизводительного секве-
нирования и редактирования генома с помощью 
CRISPR-Cas9 [23, 24]. 

В настоящее время для редактирования соот-
ветствующих генов-мишеней используется един-
ственная направляющая РНК (sgRNA), состоящая 
из 17–20 нуклеотидов, которая образуется путем 
лигирования crРНК (нацеливающая последова-
тельность) и tracrРНК (рекрутирующая нуклеаза 
Cas9). Нуклеаза Cas9 расщепляет примерно на 
уровне третьего азотистого основания выше PAM, 
что требует комплементарного нековалентного 
связывания sgРНК с 20 нуклеотидами, расположен-
ными выше последовательности PAM (5'-NGG-3') 
на 3'-конце целевой ДНК [12] (рис. 1). Таким об-
разом, последовательность PAM абсолютно необ-
ходима для расщепления фосфодиэфирной связи 
ферментом Cas9, но не может быть включена в 
последовательность sgРНК.

Скрининг объединенной библиотеки с ис-
пользованием CRISPR – мощный инструмент для 
обнаружения новых зависимостей рака на основе 
модели потери функции (loss-of-functionmodel). 
Плазмиды в этих библиотеках CRISPR нацелены на 
тысячи конкретных генов, и их влияние на опреде-
ленный фенотип можно впоследствии изучить в 
различных условиях. Первым шагом является лен-
ти- или ретровирусная доставка sgRNA в клетки с 
последующим отбором к определенным условиям 
роста для отбора интересующего фенотипа. После 
этого этапа ДНК выделяют из клеток и подвергают 
секвенированию. Затем эти данные сопоставляют-
ся с библиотекой gRNA, специфичной для гена, 
и далее анализируются in silico с помощью вы-
числительных подходов. Затем фенотипы клеток 
и соответствующие гены-мишени сравнивают с 
фенотипом известных контролей в библиотеке, 
чтобы идентифицировать изменения, вызванные 
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нацеливанием на представляющий интерес ген. 
Эти объединенные подходы к скринингу CRISPR 
способны выявлять новые зависимости в онко-
генезе путем проверки большого количества по-
тенциальных генов и путей, ведущих к разработке 
новых методов лечения [25]. 

В полном смысле основными компонентами 
стратегий лечения рака на основе СRISPR явля-
ются следующие: инактивация онкогенов (напри-
мер, генов EGFR и KRAS при раке легких) [26], 
перепрограммирование иммунных клеток против 
антигенов раковых клеток (Т-клетки при гемато-
логических и солидных опухолях) [27], коррекция 
генов-супрессоров (BRCA1 при раке яичников) [28] 
и доставка терапевтических агентов к опухолевым 
клеткам (бактерии с отредактированным геномом 
против клеток рака поджелудочной железы, стиму-
ляция экспрессии микроРНК в клетках рака печени) 
[28, 29]. Из этих стратегий наиболее распростра-
ненным и эффективно используемым в клиниче-
ской практике является редактирование геномов 
иммунных клеток, в частности Т-лимфоцитов, с 
целью модулирования цитотоксического ответа на 
опухолеспецифические антигены [30].

CRISPR-Cas9 часто используется для модифи-
кации аутологичных Т- и NK-клеток с помощью 
антигенных конструкций и химерных антигенных 
рецепторов, а также для улучшения их сенсорных 
цепей с помощью сложной функциональности, 
способных распознавать и уничтожать опухолевые 
клетки [5]. При этом Т-лимфоциты перифериче-
ской крови используются для создания генетически 
модифицированных CAR-T клеток, экспрессирую-
щих трансгенные Т-клеточные рецепторы (TCR) 
и химерные антигенные рецепторы (CAR) [31]. 
CAR-T-клетка как «живое лекарство» исследует-
ся уже более двух десятилетий. Хотя результаты 
исследований подтверждают терапевтическую 
эффективность CAR-T против некоторых солид-
ных опухолей, на данный момент ни один CAR-T 
не был одобрен FDA для лечения солидных опу-
холей. Одним из основных препятствий на пути 
успешного использования стратегии CAR-T в 
лечении солидных опухолей являются сложный 
клеточный состав опухолевого микроокружения 
и диверсификация репертуара опухолеспецифи-
ческих антигенов [32]. 

В настоящее время проводится несколько кли-
нических испытаний с использованием техноло-
гии CRISPR-Cas9 на CAR-T-клетках. Например, 
NCT04037566 является первым исследованием на 
людях, оценивающим CD19 CAR-T-клетки с отре-
дактированным эндогенным HPK1 у пациентов с 
рецидивирующей и рефрактерной (Р/Р) лейкемией 
или лимфомой [33]. NCT04637763 – это клини-
ческое исследование I фазы, посвященное изуче-
нию влияния и безопасности аллогенных CD19 
CAR-T-клеток, отредактированных с помощью 
CRISPR [33], у пациентов с Р/Р B-клеточной не-

ходжкинской лимфомой. Наконец, NCT03545815 – 
клиническое исследование I фазы с использовани-
ем CRISPR-Cas9 для нокаута PD-1 и TCR в CAR-
T-клетках и направления их на лучение пациентов 
с мезотелин-позитивными множественными со-
лидными опухолями [34]. 

Доставка CRISPR-Cas9 в клетку
Доставка модели CRISPR-Cas9 in vivo сталки-

вается с различными проблемами, включая низ-
кую эффективность разрушения, инсерционный 
мутагенез, нецелевые эффекты, токсичность и 
иммуногенность. Максимизация специфичности и 
эффективности CRISPR-Cas9 можно будет обеспе-
чить за счет разработки более надежных средств 
доставки, улучшения конструкции sgРНК и соз-
дания новой нуклеазы Cas9 [35]. Редактирование 
CAR-T-клеток с CRISPR-Cas9 может преодолеть 
многие проблемы, такие как использование только 
аутологичных Т-клеток, аллогенные реакции, то-
ническая сигнализация (конститутивная передача 
сигналов) и истощение Т-клеток, низкая произво-
дительность в микроокружении солидных опухо-
лей и токсичность. Трансфекция CRISPR-Cas9 для 
редактирования интересующего генома опреде-
ляется тремя отдельными стратегиями. Первый 
подход заключается в использовании плазмидной 
ДНК, кодирующей белок Cas9 и sgРНК из одного 
и того же вектора. Второй подход характеризуется 
доставкой в клетку смеси мРНК Cas9 и sgРНК. По-
следняя, третья, стратегия – трансфекция готового 
к использованию рибонуклеопротеинового ком-
плекса, состоящего из молекул белка Cas9 и sgРНК, 
которая отличается высокой селективностью по 
сравнению с двумя вышеназванными системами 
[36]. Хотя первая стратегия доставки, система 
CRISPR-Cas9 на основе плазмид, является про-
стым и прямым подходом, она имеет тенденцию 
вызывать нецелевые мутации [37]. При попадании 
плазмиды в нужное ядро она подвергается про-
цессам транскрипции и трансляции для экспрес-
сии кодируемых белков. Эти процессы требуют 
больше времени для эффективного нацеливания 
на интересующий ген. Что еще более важно, было 
обнаружено, что этот формат доставки приводит 
к необратимому нецелевому сайту расщепления 
[38]. Еще одним недостатком векторов на основе 
плазмид является их ограниченный размер, что 
создает препятствия для переноса крупных генов. 
Кроме того, распознавание трансфицированной 
плазмидной ДНК как чужеродного генетическо-
го материала циклической GMP-AMP-синтазой, 
являющейся цитозольным сенсором, приводит к 
развитию иммунного ответа хозяина [39]. Во вто-
рой стратегии прямая доставка комплекса мРНК 
Cas9 и sgРНК в клетки-мишени обеспечивает об-
разование комплекса Cas9/sgРНК за сравнительно 
короткое время, минуя ядро, за счет трансляции 
мРНК в цитоплазме. Хотя доставка на основе 
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мРНК характеризуется низкой частотой нецелевых 
эффектов по сравнению со стратегиями доставки 
плазмидной ДНК, мРНК может легко разрушаться 
во время приготовления или доставки [40]. Вве-
дение в клетку готового рибонуклеопротеинового 
комплекса исключает необходимость транскрип-
ции и трансляции, обеспечивая относительно бы-
строе редактирование генов по сравнению с двумя 
предыдущими подходами [41]. Следовательно, этот 
тип редактирования происходит очень быстро, и 
вставка может произойти в течение 3–24 ч, а дегра-
дация белка Cas9 в клетках – примерно в течение 
24 ч [42]. Существует несколько нановекторов 
для трансфекции in vitro молекулярных модулей 
CRISPR-Cas в клетки, которые представляют собой 
нитевидные наночастицы ДНК, реплицированные 
по принципу «катящегося кольца», катионные ли-
пидные наночастицы, наночастицы на основе золо-
та и каркасы цеолитовых имидазолов [43] Однако 
лентивирусные и аденовирусные векторы часто 
используются для доставки компонентов CRISPR-
Cas для генетической модификации Т-клеток (та-
блица). Эти доставки, по-видимому, неэффективны 
из-за низкой эффективности разрушения генов, 
слабой сайт-специфичной вставки и случайного 
нарушения нежелательных генов [44].

CRISPR-Cas-9 при редактировании 
генома CAR-T
В настоящее время универсальные, аллогенные 

или готовые Т-клетки, полученные от доноров, 
подвергаются генетическим манипуляциям и 
могут использоваться для разных пациентов. Ал-
логенные Т-клетки, экспрессирующие αβ TCR, 
могут распознавать и разрушать клетки ткани 
реципиента, содержащие репертуар генетически 
несходных антигенов человеческого лейкоцитар-
ного антигена класса I (HLA-I), что приводит к 
событию «трансплантат против хозяина» [45]. 
Бета-2-микроглобулин (β2М) является основной 
субъединицей HLA-I и играет ключевую роль в 
распознавании чужеродного HLA-I на мембране 
аллогенных Т-клеток TCR-рецепторами иммун-
ными клетками реципиента [46]. Следовательно, 
выключение (knock-out) генов TCR и HLA (или 
β2M) как двух важнейших рецепторов Т-клеток 
с помощью CRISPR-Cas9 может привести к раз-
витию готовых CAR-T-клеток, свободных от 
реакции «трансплантат против хозяина». Однако 
существуют разногласия по поводу преимуществ 
удаления TCR. В недавнем исследовании сравни-
вались терапевтические результаты применения 
CD19 CAR-T-клеток с удаленным рецептором 

Òàáëèöà/Table

Îñîáåííîñòè ñòðàòåãèè äîñòàâêè ñèñòåìû CRISPR-Cas9

Features of the CRISPR-Cas9 system delivery strategy

Способ/Method Доставка/Delivery Преимущества/Advantages Недостатки/Disadvantages

ДНК-Cas9 и 
sgRNA/

DNA-Cas9 and 
sgRNA

Электропорация/
Electroporation

Микроинъекция/
Microinjection

Наночастицы ААВ/
AAV nanoparticles

Лентивирус/Lentivirus

Простой/Simple
Удобный/Comfortable

Стабильный/Stable
Избегание мультитрансфекции/

Avoidance of multitransfection

Сложность с переносом плазмидами в ядро/
Difficulty with plasmid transfer into the nucleus

Эффект замедления при редактировании генов/
Slowdown effect of gene editing

Нежелательные случайные
интеграция в геном хозяина/

Undesirable random integration into the host 
genome

мРНК-Cas9 и 
sgRNA/

mRNA-Cas9 
and sgRNA

Электропорация/
Electroporation
Наночастицы/
Nanoparticles

Низкая цитотоксичность/
Low cytotoxicity

Переходное выражение/
Transitional expression

Быстрый эффект/
Quick effect

Мультитрансфекция/
Multitransfection

Высокая разлагаемость
мРНК/

High mRNA degradability

Cas9 и sgRNA/
Cas9 and sgRNA

Электропорация/
Electroporation
Наночастицы/
Nanoparticles

Быстрый эффект/
Quick effect

Высокая эффективность/
High efficiency

Избегание нежелательных 
интеграции/

Avoiding unwanted integrations
Низкая антигенность/

Low antigenicity
Избегание мультитрансфекции/

Avoiding multitransfection

Менее стабильный/
Less stable

Примечание: таблица составлена авторами.

Note: created by the authors



158

REVIEWS

SIBERIAN JOURNAL OF ONCOLOGY. 2024; 23(4): 152–161

TCRβ и CD19 CAR-T-клеток с интактным ре-
цептором TCRβ [47]. В то время как выключение 
гена TCR в CAR-T-клетках сильно подавляет 
аллореактивность, TCR-экспрессирующие CAR-
T-клетки демонстрируют высокую персистенцию 
и значительно усиливают контроль над лейкемией 
in vivo. Эти данные позволяют предположить, что, 
несмотря на преимущества выключения TCR в 
предотвращении нежелательных иммунологи-
ческих реакций и в развитии готовых Т-клеток, 
высокоселективных к опухолевому антигену СD19, 
присутствие эндогенных TCR может быть лучше 
для длительного выживания Т-клеток.

Экспрессия PD-1 (Programmed cell death 1) 
клетками CAR-T имеет подавляющий эффект, 
так как нарушение функции PD-1 может усилить 
противоопухолевый ответ Т-клеток [48]. Электро-
порация Cas9 и sgRNA, направленная на экзон 1 
гена белка PD-1 (PDCD1, Programmed cell death 
protein 1) в Т-клетках человека с последующей 
доставкой лентивирусного вектора, содержащего 
трансген CD19 CAR, обеспечивает высокую эф-
фективность и минимальную токсичность СAR-T-
терапии. Это открытие подчеркивает негативную 
роль оси PD-1/PD-L1 в формировании цитотокси-
ческого эффекта CAR-T-клеток против раковых 
клеток, экспрессирующих опухолеассоциирован-
ный антиген [49]. Модифицированные Т-клетки c 
нокаутом гена PD-1 продемонстрировали высокую 
персистенцию, минимизацию аллогенной токсич-
ности и признаков активации HLA-1, кроме того, 

выживаемость трансгенных мышей увеличилась 
[50]. Результаты исследования показали, что ис-
пользование плазмидной ДНК является более удоб-
ным подходом по сравнению с методами доставки 
РНК, белков и вирусов из-за ее низкой стоимости 
и простоты приготовления [51]. В недавнем ис-
следовании система CRISPR-Cas9 использовалась 
для редактирования локусов PD-1, β2M и TRAC 
(альфа-константа Т-клеточного рецептора) в ге-
номе CAR-T-клеток, нацеленных на EGFRvIII (III 
вариант рецептора эпидермального фактора роста). 
В результате создана новая модификация CAR-T 
EGFRvIII, устойчивая к супрессии PD-1, что при-
вело к значительному увеличению выживаемости 
на мышиных моделях глиобластомы человека [52]. 
Однако критические биологические процессы, про-
исходящие в микроокружении солидных опухолей 
(гипоксия, кислая среда, дефицит питательных 
веществ, некоординированное содержание медиа-
торов воспаления, иммунотолерантность), резко 
снижают эффективность CAR-T-терапии в реаль-
ных условиях [53]. Группа исследователей отредак-
тировала (knock-out) ген эндогенного рецептора II 
трансформирующего фактора роста-бета (TGFBR2) 
в Т-клетках с помощью технологии CRISPR-Cas9, 
чтобы преодолеть негативное влияние TGF-β 
(основной регулятор микроокружении опухоли) на 
CAR-T-терапию. Также было показано, что выклю-
чение гена TGFBR2 позволит модифицированным 
Т-клеткам выживать, эффективно размножаться и 
проявлять более высокую противоопухолевую ак-

Рис. 2. Пути доставки и механизмы действия CRISPR-Cas9 для редактирования генома CAR-T-клеток: СAR – химерный анти-
генный рецептор; CAR-T, Т-клетка с CAR; TCR, Т-клеточный рецептор; HLA, человеческий лейкоцитарный антиген; CD19 (кла-

стер дифференцировки 19), антиген В-клетки; PD-1, запрограммированная гибель клетки 1; PD-L1, 1 лиганд PD; 
AAВ – аденоассоциированный вирус. Примечание: рисунок выполнен авторами

Fig. 2. Delivery routes and mechanisms of action of CRISPR-Cas9 for genome editing of CAR T cells. CAR, chimeric antigen recep-
tor; CAR-T, CAR T cell; TCR, T cell receptor; HLA, human leukocyte antigen; CD19 (cluster of differentiation 19), B cell antigen; PD-1, 

programmed cell death 1; PD-L1, PD ligand 1; AAV, adeno-associated virus. Note: created by the authors
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тивность [54]. Обнадеживает, что подавление дру-
гих иммунных контрольных точек, таких как PD-1, 
одновременно с TGF-ß1 может привести к лучшему 
результату при лечении CAR-T-клетками.

Таким образом, использование технологии 
CRISPR-Cas9 для выявления и устранения не-
гативно регулируемых генов в CAR-T-клетках, 
безусловно, улучшит лечение за счет повышения 
их специфической активности в отношении рако-
вых клеток (рис. 2). Доклинические исследования 
CAR-T-клеток, отредактированных с помощью 
CRISPR, продемонстрировали многообещающие 
результаты, которые скоро откроют новые горизон-
ты в иммунотерапии рака. Тем не менее еще есть 
возможности для дальнейшей работы над новыми 
соответствующими генами, которые оказывают не-
гативное влияние на терапию CAR-T-клетками. 

Заключение
Прокариотический адаптивный иммунный ме-

ханизм используется для введения двухцепочечных 
разрывов в интересующем генетическом месте с 
использованием sgRNA. Редактирование генома с 
этической точки зрения является сложным вопро-

сом и вызывает множество дискуссий. Но система 
CRISPR-Cas9 может открыть новые возможности 
в исследованиях и эффективном лечении рака. При 
создании новых молекулярных инструментов систе-
мы CRISPR-Cas необходимо сохранить такие каче-
ства, как высокая специфичность и направленность, 
отсутствие генотоксичности и иммуногенности, 
легкость трансфекции и высокая эффективность. 
Иммунный ответ против Cas9 снижает эффектив-
ность процесса редактирования и может привести 
к побочным эффектам. Однако обычный белок Cas9 
распознает только несколько последовательностей 
PAM, что ограничивает широкое применение си-
стемы CRISPR. Секвенирование генома человека 
привело к созданию интеллекутальной версии 
белка хCas9, которая может распознавать больше 
последовательностей PAM, что позволяет системе 
CRISPR-Cas9 работать в более широком диапазо-
не. В обзоре мы рассмотрели многообещающие 
исследования новых технологий в лечении рака. 
Ожидается, что использование CRISPR-Cas9 для 
редактирования генома и эпигенома приведет к 
разработке новых, более эффективных методов 
лечения злокачетсвенных новообразований. 
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