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Стаття присвячена застосуванню методу CRISPR/CAS9 у фундаментальних дослідженнях, діагностиці та те-
рапії соціально значущих хвороб у дітей та підлітків України. Проведено аналітичний огляд публікацій, пов’язаний з 
цим методом, в електронних базах даних медичних публікацій, описані найбільш поширені соціально значущі нозоло-
гічні форми, запропоновані деякі шляхи вирішення існуючих проблем
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ВСТУП
Медицина більшості країн світу базується на 4-х 

основних принципах (4 П): передбачуваності, профі-
лактичної спрямованості, персоналізованості, з долу-
ченням пацієнтів, які отримали право брати участь у 
процесі діагностики та лікування (Strasbourg, 28 June 
2000, Конвенція прав людини) [1]. Новим методом 
ефективного сприяння прогресу медицини від вче-
ного до клініциста є трансляційна медицина (ТМ). В 
Україні на даний час, щодо ситуації розвитку тран-
сляційних технологій існує багато проблем, які по-
силились з початком повномасштабного вторгнення 
росії. Термін «трансляційна медицина» використову-
ється в назвах наукових медичних та біологічних ста-
тей з 1996 року [2]. Принципи ТМ актуальні й для ви-
вчення проблеми соціально значущих хвороб (СЗХ). 

Нові перспективні напрями відкриває редагування 
геному як вид генної інженерії, при якому може бути 
проведена спрямована зміна (включення, видалення 
або заміна) цільових фрагментів послідовності ДНК 
у геномі організму з використанням специфічних 
генетичних конструкцій та білків-ендонуклеаз, або 
«молекулярних ножиць», зокрема, на основі системи 
CRISPR/Cas9. Це є надзвичайно перспективним ме-
тодом для розробки терапії низки моногенних важ-
ких ендокринних захворювань, насамперед, вродже-
на дисфункція кори надниркових залоз (ВДКНЗ) та 
адренолейкодистрофії (з варіантом надниркової не-
достатності). CRISPR/Cas9 має значний вплив на ба-
гато галузей медицини зокрема, генетику, онкологію 
та інфекційні захворювання. На теперішній час СЗХ 
є однією з основних загроз для здоров’я населення 
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більшості країн світу, являючись суттєвим тягарем 
для органів охорони здоров’я та суспільства в цілому. 
Більшість цих хвороб спричиняють тимчасову або 
стійку втрату працездатності, потребують значних 
фінансових витрат на профілактику, лікування, реа-
білітацію (а деякі з них і пожиттєвої терапії), впли-
ваючи на якість і тривалість життя, спричиняючи 
передчасну смерть. СЗХ доволі часто пов’язані зі зло-
чинністю та правопорушеннями. Поняття «соціаль-
но значущі хвороби» існує ще з ХІХ сторіччя, періо-
ду активного економічного розвитку. Уперше термін 
СЗХ був застосований щодо захворювання на тубер-
кульоз (ТБ). Соціально значущі хвороби (інфекційні 
та неінфекційні) — це хвороби, що мають медичне та 
соціальне значення, є загрозою для значної кількості 
людей, в тому числі, представляють загрозу для здо-
ров’я та життя дітей та підлітків. Такі пацієнти часто 
потребують соціального захисту. 

Основні ознаки СЗХ: 
– значний рівень поширеності (в тому числі, зна-

чна кількість носіїв хвороби, що приховує компонен-
ти епідемічного процесу); 

– високі темпи щорічного приросту кількості 
хворих (відповідно, ризики швидкого поширення се-
ред населення); 

– обмеження прав і випадки дискрімінації хво-
рих в суспільстві; 

– небезпека розповсюдження хвороб серед 
оточуючих; 

– переважна поширеність захворювань серед ді-
тей, підлітків і молоді; 

– можливість профілактики і призупинення роз-
витку хвороб на їх початкових стадіях.

Таким чином, удосконалення сучасних методів 
діагностики та терапії соціально значущих хвороб у 
дітей та підлітків України, застосування передових 
медичних технологій є надзвичайно актуальним, пе-
редусім, для успішного майбутнього нашої країни.

Мета дослідження — охарактеризувати питан-
ня застосування методу редагування генів на основі 
CRISPR/CаS9 у діагностиці та терапії соціально зна-
чущих хвороб дітей та підлітків України.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Для виконання завдання було проведено аналі-

тичний огляд публікацій за темою методу редагуван-
ня генів на основі CRISPR/CAS 9 у діагностиці та те-
рапії соціально значущих хвороб дітей та підлітків 
України, в електронних базах даних медичних і бі-
ологічних публікацій PubMed Medline Національної 
медичної бібліотеки США (NLM), Cochrane Database 
of Systematic Reviews, Google Scholar.

РЕЗУЛЬТАТИ
Довоєнні складнощі медичних послуг в Україні, 

пов’язані в першу чергу, з нестачею медикаментів, 
дефіцитом кадрів, недостатнім фінансуванням, пан-

демією коронавірусної хвороби, посилилися з по-
чатком активних воєнних дій в 2022 році. Особливо 
складною є ситуація в прифронтових регіонах, де іс-
нують труднощі з допомогою хворим на онкопато-
логію, з постачанням препаратів інсуліну хворим на 
цукровий діабет, а також з високоспеціалізованою 
медичного допомогою. Постійно зазнають обстрілів 
з боку російської федерації установи медичної інф-
раструктури, внаслідок чого пошкоджено понад пів-
тори тисячі медичних закладів, з них більше двох 
сотень не підлягають відновленню. Останнім часом 
пацієнти з серйозною медичною патологією долають 
великі відстані до престижних університетських ме-
дичних центрів та клінік у пошуках ефективних стра-
тегій та рішень, в деяких випадках лише для уточ-
нення діагностики свого стану. Часто за плановими 
операціями люди змушені їхати в центральні та за-
хідні області нашої країни. Слід зазначити, що ни-
щівна ситуація в Україні в лютому 2022 року не була 
новим явищем, оскільки військовий конфлікт з росі-
єю розпочався ще у 2014 році, до того ж, українці сто-
літтями боролися за свою незалежність, знаходячись 
під гнобленням та зазнаючи втрат [3, 4]. Посились 
складнощі з: 1) тестуванням на рідкісні захворюван-
ня, для діагностики та лікування яких серійний ви-
пуск та реєстрація медичних виробів є економічно 
недоцільним; 2) інноваційними технологіями в пер-
ші роки їх практичного застосування, коли їх ефек-
тивність, безпека та клінічна значимість вже дове-
дені. Проте, серійний випуск та реєстрацію багатьох 
медичних виробів не завершено (зазвичай цей пе-
ріод становить близько 5 років). Вихід новітніх роз-
робок на ринок стримується і відсутністю комерцій-
ної зацікавленості фірм-виробників реєструвати в 
даній юрисдикції виріб як медичний [5, 6]. В умо-
вах інноваційної трансформації охорони здоров’я та 
переходу до персоналізованої та трансляційної ме-
дицини важлива роль належить фармацевтичній 
галузі, яка покликана забезпечити прискорене впро-
вадження повного циклу обігу лікарського засобу від 
пошуку та розробки до застосування й просування, 
та генетичним дослідженням [7, 8]. На шляху впро-
вадження інновацій у медицину певні перешкоди є 
природними, перш за все, не дозволяючи пройти в 
практику небезпечним і неефективним розробкам 
[7, 8]. Закон України «Про інноваційну діяльність» 
(Відомості Верховної Ради України (ВВР), 2002, № 
36, ст. 266) із змінами, внесеними згідно з Законом 
№ 1714-IX від 07.09.2021; ВВР, 2021, № 49, ст. 391, 
визначає правові, економічні та організаційні заса-
ди державного регулювання інноваційної діяльності 
в Україні, встановлює форми стимулювання держа-
вою інноваційних процесів, і спрямований на під-
тримку розвитку економіки України інноваційним 
шляхом. Згідно із цим Законом, державну підтримку 
одержують суб’єкти господарювання всіх форм влас-
ності, що реалізують в Україні інноваційні проекти, і 
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підприємства всіх форм власності, які мають статус 
інноваційних [9]. За складністю переходу «наука–
медицина» відрізнятися можуть як законодавства 
різних країн, так і адміністративні сектори всереди-
ні однієї юрисдикції. У більшості розвинених країн 
світу, таких, як США, країни ЄС та Австралія, оборот 
серійно-випущених комерційних медичних виробів 
та здійснення медичної лабораторної діяльності ре-
гулюються окремо [10–12]. Законодавчі обмеження 
переходу «наука–медицина» у деяких країнах ведуть 
до втрати відповідних ринків. Одним із прикладів 
подібної конкуренції є ситуація, коли протягом кіль-
кох років регулятори США і Великобританії заборо-
няли роботу дослідників у сфері редагування геному 
людських ембріонів методом геномного редагування 
CRISPR/Cas9. Після виходу в 2015 р. роботи китай-
ських вчених щодо редагування геному ембріонів в 
США та Британії дослідження геноміки було віднов-
лено. В лютому 2016 року британським вченим було 
надано дозвіл на генетичну модифікацію людських 
ембріонів за допомогою CRISPR/Cas9 і методів «ди-
зайнерських» нуклеаз [13, 14]. CRISPR — абревіату-
ра, яка розшифровується як «регулярно розташова-
ні групами короткі паліндромні повтори, акронім від 
англ. CRISPR — Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats, це прямі повтори та унікальні 
послідовності в ДНК бактерій і архей, що розділяють 
спільно з асоційованими генами, які було відкрито 
в 1987 році. У 2016 р. лабораторія ембріонів та стов-
бурових клітин людини з Інституту Ф. Крику (керів-
ник К. Ніакан, Лондон, Великобританія) вперше от-
римала дозвіл на застосування технології CRISPR/
Cas9 на ембріонах людини для вивчення ранніх 
стадій його розвитку. Завдяки цьому дослідницька 
група 88 спромоглася показати роль гена POU5F1 
(OCT4) в ембріональному розвитку людини [13, 14]. 
Комплекс CRISPR дозволяє знаходити і редагува-
ти певні послідовності ДНК за допомогою молеку-
лярних «ножиць», які обрізають дефектні частини 
генів. Потім їх можна замінити новими ланцюгами 
нормальної ДНК. За винахід сучасної версії цієї тех-
нології Емманюель Шарпантьє і Дженніфер Дудна у 
2020 році отримали Нобелівську премію з хімії [15]. 
«Цей генетичний інструмент має величезну силу, 
яка впливає на всіх нас. Це не тільки спричинило 
революцію у фундаментальній науці, але й сприяло 
появі інноваційних культур і призведе до нових ре-
волюційних методів лікування», — оголосив голова 
Нобелівського комітету [15]. Подібно до конструк-
тора, технологія CRISPR/Cas9 складається з декіль-
кох складових: нуклеази, напрямної (гідової) РНК та 
опціонально матриці для рекомбінації. На теперіш-
ній час відома велика кількість варіантів цих трьох 
компонентів. Наприклад, серед нуклеаз використо-
вують Cas9 (як дикого типу, так і з мутаціями, що 
знижують офф-таргетну активність), Cpf1, Cas13 та 
ін. Крім того, існують модифікації Cas9, що перетво-

рюють нуклеазу на ніказу, а також на неактивну фор-
му; можна з’єднати Cas9 з іншим білком, який буде 
активним у зоні зв’язування Cas9 з ДНК. Напрямна 
РНК підбирається до таргетного локусу ДНК за 
принципом комплементарності, тому її послідов-
ність виходить завжди різною. Ґрунтуючись на тому, 
що ефект он-таргет залежить від напрямної РНК, що 
використовується, логічно припустити, що і актив-
ність офф-таргет безпосередньо залежить від sgRNA. 
В якості матриці для рекомбінації можна використо-
вувати різні молекули як короткі одноланцюгові 
(від 60 до 200 нуклеотидів), так і довгі фрагменти в 
складі донорської ДНК (кільцевої або ліанеризова-
ної). Комбінація цих компонентів відрізнятиметься 
не тільки для кожного конкретного захворювання, 
але й для кожної конкретної мутації, у кожній кон-
кретній дослідницькій групі та для кожного об’єкта, 
що піддається редагуванню [16–19]. У майбутньому, 
за необхідності корекції мутацій у статевих клітинах 
або зиготі як фундаментальній (пошук закономір-
ностей освіти он- та офф-таргета), так і прикладної 
(підвищення ефективності он-таргетної активності 
та розробка методів пошуку офф-таргетів) цілях до-
цільним є проведення первинних досліджень на емб-
ріонах людини. Окремим сегментом системи є етич-
ні аспекти застосування нових розробок (особливо 
у сфері зміни геному людини) [14, 20]. У рамках ро-
боти етичних комітетів та уповноважених держав-
них органів необхідно фіксувати та уточнювати ас-
пекти, що впливають на клінічну реалізацію новітніх 
технологій [20, 21]. Для розробки методу лікування 
захворювань на основі CRISPR/Cas9 необхідно про-
ведення експериментів з використанням певної кон-
фігурації CRISPR/Cas9 на релевантній моделі. 

Редагування успадкованого геному. В даний час 
технологія редагування геному не дозволяє зі 100% 
ефективністю внести зміни до всіх клітин організму, 
тому, для системних захворювань, якими є більшість 
спадкових хвороб, можна використовувати підхід, 
спрямований на зміну геному статевих клітин або зи-
готи, з розрахунком на те, що, здійснивши корекцію 
мутації на такому ранньому етапі розвитку ембріо-
на, вдасться досягти виправлення мутації у всіх клі-
тинах дорослого організму [20, 21]. Важливими є як 
прикладні, так і фундаментальні дослідження з ре-
дагування ембріонів людини, які дозволять не тільки 
зрозуміти, де і як утворюється так званий офф-тар-
гет, тобто, неспецифічна дія нуклеаз, але й розробити 
більш досконалі методи пошуку оф-таргету та оцін-
ки його функціонального значення. Експерименти 
на мишачих ембріонах не дадуть відповіді на ці пи-
тання, оскільки процеси репарації у різних біологіч-
них об’єктів відбуваються по-різному. Ефективність 
редагування тих самих генів відрізняється навіть у 
різних клітинних культурах [21, 22]. Нові перспек-
тивні напрями відкриє Лабораторія редагування ге-
ному. Редагування геному як вид генної інженерії, 
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при якому може бути проведена спрямована зміна 
(включення, видалення або заміна) цільових фраг-
ментів послідовності ДНК у геномі організму з ви-
користанням специфічних генетичних конструкцій 
та білків-ендонуклеаз, або «молекулярних ножиць», 
зокрема, на основі системи CRISPR/Cas9, є надзви-
чайно перспективним методом для розробки тера-
пії низки моногенних важких ендокринних захво-
рювань, насамперед, вроджена дисфункція кори 
надниркових залоз (ВДКНЗ) та адренолейкодистро-
фії (з варіантом надниркової недостатності). В даний 
час концепція редагування геному як інноваційного 
спрямування, що реалізується із застосуванням ме-
тоду високопродуктивного ДНК-секвенування, не-
рідко розглядається як шлях необхідного прямого ге-
нетичного маніпулювання практично у всіх клітинах 
організму in vivo. В рамках роботи лабораторії пла-
нується спільне виконання досліджень, насамперед 
з лабораторією клітинних технологій, а також прове-
дення експериментальних розробок in vivo на моде-
лі дефіциту 21 гідроксилази (СYP21) наскільки мож-
на редагувати геном при ВДКН. CRISPR являє собою 
«імунну систему» бактерій. При зараженні вірусом 
активується CRISPR РНК. Вона за допомогою пов’я-
заних із CRISPR білків (cas-нуклеази) шукає «записа-
ну» про вірус інформацію. При виявленні збігу CAS-
нуклеаза «розрізає» ДНК вірусу. Такий непростий 
процес отримав прикладне застосування з двох при-
чин: система CRISPR/Cas9 існує як у бактерій, так і у 
вищих організмів, зокрема, у людини виявлено спе-
цифічну нуклеазу Cas9, що виконує відразу кілька 
функцій: зв’язок з РНК-гідом (gRNA), розпізнавання 
чужорідної ДНК та її знищення. Технологія редагу-
вання геному, що складається з РНК-гіду та нуклеази 
Cas9, отримала назву «геномні ножиці». Програма 
обробки тексту, яка знаходить, видаляє чи замінює 
слова чи літери, комплекс CRISPR/Cas шукає пев-
ні послідовності ДНК, вирізує їх і дозволяє встави-
ти новий геном. Технологія CRISPR/Cas9 для реда-
гування генів дозволяє не тільки «вирізати» з ДНК 
гени з помилками, а й «вставляти» ті гени, що браку-
ють. Це дає великі можливості щодо лікування гене-
тичних захворювань, перш за все, спадкових хвороб, 
зумовлених точковою мутацією в генах: вроджений 
амавроз Лебера 10 (ураження сітківки ока), синдром 
Ушера (глухота з поступовою втратою зору), м’язова 
дистрофія Дюшена, муковісцидоз (кістозний фіброз, 
що вражає дихальну і травну системи), дефіцит тран-
стиретину (ураження периферичної нервової систе-
ми), амілоїдоз альфа-1, первинна гіпероксалурія І 
типу (ураження нирок). Важливою є розробка нових 
методів доставки терапевтичних засобів до специ-
фічної ділянки геному. Наукові дослідження, прове-
дені на ембріонах людини, дозволяють наблизитись 
до розробки ефективної етіотропної терапії тяжких 
та невиліковних до цього захворювань, покращуючи 
уявлення з питань ембріогенезу.

Застосування методу CRISPR-Cas в терапевтич-
них підходах до соціально значущих захворювань ді-
тей та підлітків.

Традиційний захист від вірусів включає вакци-
нопрофілактику, противірусне лікування для запо-
бігання реплікації вірусу та зменшення симптомів. 
Однак, для деяких вірусів часто не існує ефектив-
них вакцин для запобігання інфекції, а в деяких ви-
падках противірусне лікування також обмежується 
запобіганням більш серйозних симптомів [23–25]. 
Крім того, численні віруси людини, включаючи ві-
рус імунодефіциту людини (ВІЛ), вірус простого гер-
песу (ВПГ), вірус Епштейна-Барра (EBV), цитомега-
ловірус людини (HCMV) і асоційований із саркомою 
Капоші вірус герпесу (KSHV), викликають латент-
ні інфекції [24, 25]. Кілька вірусів людини, зокрема, 
віруси гепатиту B (HBV), HSV і HIV-1, зазвичай, ви-
кликають хронічної інфекції, які включають стадії як 
тихої, так і продуктивної інфекції, зі стійкою репліка-
цією вірусу на низькому рівні [26, 27]. Націлювання 
на вірусний геном при латентних і хронічних інфек-
ціях є доволі складним, оскільки геном зберігається 
всередині клітини–хазяїна у вигляді вільно плаваю-
чих вірусних мініхромосом, або як інкорпорований 
у геном хазяїна [24–27]. Система CRISPR-Cas9 є но-
вою технікою захисту від вірусних інфекцій, яка ви-
користовується для більш детального вивчення взає-
модії вірус–господар, і для розробки більш швидших 
та точних діагностичних методик, ніж існуючі поточ-
ні. Технологію CRISPR-Cas9 можна використовува-
ти для редагування генів у профілактиці та лікуванні 
шляхом націлювання на вірусний геном і сам геном 
хазяїна, щоб запобігти проліферації вірусу, або про-
никненню в клітини хазяїна [28]. Принцип запо-
бігання вірусним інфекціям за допомогою системи 
CRISPR-Cas9 має наступні основні механізми: 1) мо-
дифікація рецепторів для проникнення вірусу шля-
хом взаємодії між вірусними білками та рецепторами 
клітинної мембрани, що дозволяє вірусу проникнути 
в клітину хазяїна; 2) індуковане CRISPR-Cas9 реда-
гування генів рецепторів може запобігти зв’язуван-
ню вірусу з рецептором клітин хазяїна, обмежуючи 
проникнення та поширення вірусу; 3) модифікація 
цих рецепторів, які також сприяють реплікації та 
упаковці вірусного геному, може перешкоджати роз-
множенню вірусу; 4) сегментація факторів вірусу ха-
зяїна: для реплікації та розмноження вірусу, в основ-
ному, залежить від білків хазяїна. Деякі з генів, які 
кодують білки, необхідні для вірусів, можна заглу-
шити за допомогою CRISPR-Cas-індукованого нока-
уту, запобігаючи реплікації вірусу; 5) індукція фак-
тору обмеження транскрипції хазяїна — ці фактори 
обмежені зчепленням неактивного Cas9 і вірусної 
РНК, що блокує реплікацію та призводить до зни-
ження навантаження вірусної РНК ; видалення ін-
тегрованого вірусного геному — вірусні гени можуть 
бути вирізані за допомогою CRISPR-Cas9 у випадках, 
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коли віруси інтегрують свою ДНК у геном господаря 
через видалення та інактивацію генів [28, 29]. 

Терапія ВІЛ-інфекції. ВІЛ є РНК-містким вірусом, 
який використовує зворотну транскрипцію для отри-
мання ДНК, необхідної для реплікації та виживання, 
потім втручаючись в геном хазяїна, викликаючи при-
ховану інфекцію. ВІЛ атакує CD4+ Т-клітини інфіко-
ваного господаря, що призводить до синдрому набу-
того імунодефіциту (СНІД), який нейтралізує імунну 
відповідь господаря, залишаючи господаря вразли-
вим до вторинних інфекцій [29, 30]. Високоактивна 
антиретровірусна терапія (ВААРТ), комбінація трьох 
або більше препаратів значно зменшує реплікацію 
ВІЛ, але не може знищити провірус у спочиваючих 
CD4+ Т-клітинах, і не впливає на латентну інфекцію 
[29, 30]. Рецептор хемокіну C-X-C типу 4 (CXCR4) і 
рецептор хемокіну C-C типу 5 (CCR5) є корецепто-
рами, необхідними для проникнення ВІЛ-1 у CD4+ 
Т-клітини [29, 30]. Для запобігання ВІЛ-інфекції 
можна використовувати CRISPR-Cas9 зі створенням 
дефекту в цьому рецепторі, а порушення генів, що 
кодують корецептори, не виявило очевидного цито-
токсичного впливу на життєздатність клітин, також 
мав місце значний захисний ефект проти ВІЛ-1 ін-
фекції в порівнянні з немодифікованими клітинами 
[29, 31]. Для лікування латентної ВІЛ-інфекції необ-
хідно інактивувати провірусну ДНК, інтегровану в 
геном господаря. Націлювання CRISPR-Cas9 на дов-
гу кінцеву область (довгі кінцеві повтори, LTR, long 
terminal repeat) дозволяє це зробити. Результати ре-
дагування генів області U3 LTR ВІЛ-1 показали, що 
Cas9/gRNAs повністю вирізали фрагмент інтегрова-
ної провірусної ДНК довжиною 9709 bp, що охоплює 
від 5 до 3 LTR, що призвело до інактивації експре-
сії вірусного гена та латентного обмеження реплі-
кації вірусу у ВІЛ-1 інфіковані клітини. Націлена на 
CRISPR-Cas9 провірусна ДНК запобігає новим ВІЛ-
інфекціям [32, 33]. Редагування РНК ВІЛ-1 за допо-
могою CRISPR-Cas13 є ще одним ефективним мето-
дом ліквідації ВІЛ. Результати свідчать про те, що 
система CRISPR-Cas13 може ефективно пригнічува-
ти ВІЛ-1 у первинних CD4+ Т-хелперних клітинах, 
зменшуючи реактивацію ВІЛ-1 у латентно інфіко-
ваних клітинах [33, 34]. Активація експресії факто-
ру обмеження в клітинах-господарях може бути аль-
тернативним методом запобігання реплікації ВІЛ-1. 
Очікується, що фактори обмеження, знайдені нещо-
давно, в тому числі, концентратор глушіння людини 
(HUSH) і NONO, ефективно пригнічують реплікацію 
ВІЛ шляхом реактивації за допомогою CRIPSR-Cas9 
[33, 34]. Вірусологічні дослідження доказали, що 
ВІЛ інтегрується в геном деяких клітин хазяїна, де 
може перебувати в дормантному (сплячому) стані і 
бути недоступним для антиретровірусних препара-
тів. Науковці прийшли до висновку, що для остаточ-
ного знищення вірусу лікування, ймовірно, потребує 
компонента для редагування генів, і видалення ДНК 

ВІЛ із геному клітини-господаря. Метод CRISPR 
Сas9 призводить до поширення редагуючих моле-
кул, і точного розщеплення та видалення фрагментів 
інтегрованої провірусної ДНК з геному інфікованих 
клітин крові та тканин, які є вірусними резервуара-
ми, включаючи лімфатичні вузли, селезінку, кістко-
вий мозок та головний мозок. Дослідники звільнили 
від генетичного матеріалу вірусу імунодефіциту лю-
дини першого типу (ВІЛ-1) мишей з інфікованими 
людськими Т-лімфоцитами, зробивши це за допо-
могою системи CRISPR та антиретровірусної терапії 
(АРТ), при цьому окремо один від одного методи не 
дали такого ж ефекту. Подібні результати були отри-
мані і в дослідженнях на приматах. Таким чином, лі-
кування за допомогою ВААРТ у комбінації з CRISPR 
призводить до зниження відсотка провірусної ДНК у 
крові та тканинах. Спостереження є основою для по-
дальшого вивчення та модернізації технології реда-
гування генів, являючись багатообіцяючим кроком 
на шляху ліквідації ВІЛ у клітинах людини [32, 35].

Тяжкий гострий респіраторний синдром, коро-
навірусна хвороба (SARS-CoV-2).

Пандемія COVID-19 створила серйозну загро-
зу для охорони здоров’я та економіки в усьому світі. 
Першим кроком у боротьбі з появою нового вірусу, 
який швидко поширюється, є розуміння характерис-
тик нового вірусу та точне й швидке виявлення ін-
фекції. Після відкриття SARS-CoV-2 дослідники ви-
користовували широкий аналіз геному CRISPR, щоб 
визначити, що SARS-CoV-2 проник на поверхню клі-
тини-господаря через ангіотензинперетворюючий 
фермент 2 (ACE2) [36, 37]. Для діагностики систе-
ма CRISPR використовується для створення діагнос-
тичного аналізу, який виявляє нуклеїнову кислоту 
SARS-CoV-2. Схематичне зображення спеціально-
го високочутливого ферментативного репортерно-
го розблокування (SHERLOCK), яке базується на 
CRISPR-Cas13a, забезпечує швидку діагностику та 
було схвалено CDC у Сполучених Штатах. Відтоді 
було розроблено простіший і швидший діагностич-
ний метод на основі CRISPR-Cas 12a, який назива-
ється «універсальний подвійний CRISPR–Cas12a» 
(«AIOD-CRISPR») [37, 38]. Профілактичний про-
тивірусний CRISPR у клітинах людини (PAC-MAN), 
який є технікою на основі CRISPR-Cas13, виявився 
успішним у націленні на висококонсервативні послі-
довності SARS-CoV-2. В епітеліальних клітинах ле-
гень людини метод PAC-MAN ефективно розщеплює 
фрагменти SARS-CoV-2. Аналіз показав, що група 
лише з шести crRNA може націлюватися на понад 
90% коронавірусів [39, 40]. Іншим варіантом є вико-
ристання системи CRISPR-Cas для індукування му-
тацій у геномі хазяїна, що експресує ACE2 клітини, 
яка зв’язується під час вторгнення SARS-CoV-2, що 
свідчить про можливість послаблення зв’язування 
SARS-CoV-2 модифікацією структури білка без втра-
ти наявної функції шляхом зміни існуючих генів, що 
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експресують ACE2 [40, 41].
Застосування методу CRISPR-Cas9 в терапії 

герпесвірусних інфекцій дітей та підлітків. Вірус 
Епштейн-Бара (ВЕБ, EBV, 4й тип вірусу герпесу) не 
продукує вірусне потомство під час латентної інфек-
ції та експресує лише невелику кількість вірусних біл-
ків, а також некодуючих РНК, включаючи кілька мі-
кроРНК. Подальші дослідження показали, що гРНК 
CRISPR/Cas9, націлені на вірусні мікро-РНК, такі як 
BART5, BART6 або BART16, ефективно направля-
ють мікро-РНК, і що пряме редагування латентного 
геному EBV у EBV-позитивних пухлинних клітинах 
стало можливим. Крім того, дані показують, що на-
цілювання CRISPR-Cas9 на ядерний антиген 1 віру-
сного EBV (EBNA1) і різні ділянки в межах початку 
реплікації EBV (OriP) значно зменшує вміст вірусно-
го геному в латентно інфікованих EBV-інфікованих 
клітинах [42, 43]. За винятком UL84, сім критичних 
генів, які беруть участь в ініціації реплікації вірусної 
ДНК, включаючи UL54, UL44, UL57, UL70, UL105, 
UL86 і UL84, були спрямовані за допомогою CRISPR-
Cas9 і успішно пригнічували реплікацію вірусу [43]. 
Інше дослідження створило два противірусних мето-
ди CRISPR-Cas9 для націлювання на ген UL122/123, 
який є ключовим регулятором літичної реплікації та 
реактивації затримки. Метод одинарного комплексу 
націлює стартовий кодон за допомогою однієї гРНК, 
що призводить до зниження експресії білка негайно-
го раннього (IE). Мультиплексний метод використо-
вує три гРНК для вирізання всього гена UL122/123, 
який вирізає ген IE у 90% вірусних геномів і таким 
чином пригнічує експресію білка IE [43, 44]. Для ві-
русу простого герпесу більшість гРНК, спрямованих 
на критичні гени HSV-1, ефективно інгібували реплі-
кацію вірусу. Недавні дослідження продемонструва-
ли, що CRISPR-Cas9, який націлений на гени UL52 і 
UL29 комплексу праймаза-геліказа HSV-1, ефектив-
но пригнічує реплікацію вірусу без цитотоксичного 
ефекту в клітинах vero [43, 44]. В іншому дослідженні 
була розроблена названа модель лентивірусних час-
тинок, що стирають HSV-1 (HELPs), для запобігання 
реплікації HSV-1 і для успішного пригнічення утво-
рення герпетичного стромального кератиту (HSK) у 
моделі миші [44]. 

Обмеження та виклики. Поточна терапія 
CRISPR все ще має обмеження. По-перше, найбільш 
серйозне занепокоєння щодо терапії редагуван-
ня геному викликає можливість нецільового мута-
генезу. Рівень і тривалість експресії Cas9/gRNA та-
кож впливає на ризик [45]. Було докладено багато 
зусиль для покращення специфічності, включаючи 
розробку високопріоритетного конструктора sgRNA, 
який включає в себе численні фактори [45, 46]. По-
друге, цільовий мутагенез часто відбувався у дволан-
цюгових розривах, спричинених односпрямованою 
РНК/Cas9, наприклад, великими делеціями на ба-
гатьох килобазах і складних геномних перебудовах 

у цільових сайтах, викликаючи віддалені наслідки 
транскрипції та потенційно патогенні наслідки [45, 
46]. Контроль активності CRISPR-Cas9 у клітинах і 
складних умовах, таких як клітинно-специфічні про-
мотори, активація/інгібування малих молекул, біо-
чутливі носії доставки та умовна активація системи 
CRISPR-Cas9, буде корисною та перспективною [45, 
46]. По-третє, ефективна, безпечна та цільова до-
ставка системи CRISPR/Cas9 in vivo також є серйоз-
ною клінічною проблемою через різні фізіологічні 
бар’єри [46, 47]. По-четверте, ще однією перешкодою 
для застосування CRISPR/Cas9 є імуногенність орга-
нізму людини до білка Cas9, отриманого з бактерій 
[46, 47]. По-п’яте, ризик репарації або геномної пе-
ребудови після індукованих sgRNA дволанцюгових 
розривів також викликає занепокоєння в терапе-
втичних втручаннях на основі CRISPR-Cas9 [46, 47]. 
Хоча технологія CRISPR-Cas9 може викликати бажа-
ні зміни в геномних послідовностях, погано вивче-
ний і менш контрольований механізм відновлення 
ДНК пов’язаний з ризиком біологічної дисфункції 
[47]. Неочікувані наслідки механізмів репарації ДНК 
включають видалення кількох килобаз у сусідній ні-
казній активності CRISPR-Cas9, вставку (неправиль-
ну або часткову) послідовності донорської ДНК до 
місця інтеграції та інверсію [47, 48], що може при-
звести до неочікуваних мутації [48, 49]. 

ОБГОВОРЕННЯ
Постійні зусилля та клінічні випробування прово-

дяться для подолання обмежень терапії CRISPR-Cas. 
Наразі зареєстровані інтервенційні клінічні випро-
бування з редагуванням генів на основі CRISPR-Cas9 
в США, Китаї, Швеції. Метод CRISPR/Cas9 з’явився 
як ефективна та проста технологія редагування ге-
нів протягом останніх 9–10 років. CRISPR/Cas9 має 
значний вплив на багато галузей медицини, включа-
ючи генетику, онкологію та інфекційні захворюван-
ня. Слід зазначити, що висока вартість препаратів 
на основі CRISPR на даний час є перешкодою для їх 
широкого використання в більшості країн, відповід-
но, державні бюджети та страхові компанії не гото-
ві до подібних витрат. Крім того, технологія CRISPR/
Cas9 має низку недоліків, а саме: велика кількість 
помилок редагування, неефективність редагування 
ДНК поза межами клітини, значний розмір ензиму 
Cas9, що ускладнює його доставку в клітину, викли-
каючи сильні імуногенні властивості. Тим не менш, 
природничі науки продовжують стрімко розвива-
тись у всьому світі, і технологія CRISPR/Cas9 є рево-
люційною, на неї чекає велике майбутнє. З відкрит-
тям CRISPR/Cas9 з’явилося безліч можливостей для 
вирішення наболілих проблем людства, з якими на-
ука досі не могла впоратися. Однак, щоб реалізува-
ти ці можливості повною мірою, необхідно зробити 
цю технологію більш безпечною: виключити побіч-
ні ефекти, та вдосконалити систему доставки ком-
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понентів CRISPR/Cas9 до клітин. Коли це буде зро-
блено, ідея застосування CRISPR/Cas9 до ембріонів 
людини для позбавлення від тяжких захворювань, 
ймовірно, вже не буде видаватися такою сумнівною. 
Експериментальний дизайн та аналіз даних техно-
логії редагування генів CRISPR/Cas9, дозволяють 
терапевтичному редагуванню генів отримувати ко-
рисні та довгострокові результати в діагностиці та 
комплексній терапії багатьох складних захворювань. 
Доцільним є підвищення використання потенціалу 
соціальних медіа та месенджерів щодо впроваджен-
ня в клінічну практику нашої країни сучасних досяг-
нень трансляційної медицини, в тому числі, методу 
CRISPR-Cas9 [50]. На даний час система редагуван-
ня генів має певні недоліки та обмеження у їхньо-
му використанні, але, в найближчі роки технології 
редагування геномів будуть більш ефективними та 
безпечними. Цілком ймовірно, що втручання в ге-
ном людини з плином часу стане буденною справою. 
Цікаве висловлювання Девіда Лю, присвячене цьому 
направленню: «Якщо CRISPR схожий на ножиці, ре-
дактори основ нагадують олівець, то прайм-редакто-
ри — це текстовий процесор, придатний для точного 
пошуку та заміни. Всі інструменти редагування гено-
му відіграватимуть власні ролі... Це лише початок, а 
не кінець» [51].

ВИСНОВКИ
На даний час CRISPR-Cas9 є технологією, що 

розвивається, використовуючись на пацієнтах із за-
грозливими для життя станами. 

1. Назріла необхідність в навчанні й виховуван-
ні нових поколінь лікарів, які володітимуть не тіль-
ки клінічними підходами, а й навичками фунда-
ментальних досліджень, що сприятиме поліпшенню 
методів діагностики та лікування різних захворю-
вань, забезпечуючи перехід від уніфікованої до пер-
соналізованої медицини. 

2. Потрібне впровадження в освітньому медич-
ному просторі України інноваційної освітньої про-
грами, спрямованої на підготовку фахівців та дослід-
ницьких кадрів нового покоління для роботи у різних 
галузях медицини та біофарміндустрії, молекуляр-
ної та клітинної біології, медичної генетики, біоін-
форматики та ін. З метою створення умов для отри-
мання громадянами необхідної медичної допомоги 
на сучасному рівні, а також запобігання відставанню 
України від світового рівня в галузі інноваційної ме-
дицини, доцільним є внесення поправок до законо-
давства, передусім, до ст. 266 № 36, щодо умов вста-
новлення вимог до системи внутрішнього контролю 
в організації інноваційної діяльності. 

3. Методи редагування генів CRISPR/Cas9 як на-
укові досягнення ТМ, спрямовані на підвищення 
ефективності новітніх методів обстеження і лікуван-
ня, задля персоналізованого підходу до обстеження 
та терапії пацієнтів, в тому числі, дитячого та підліт-

кового віку.
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