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Современные методы лечения ВИЧ-инфекции позволяют сдерживать скорость развития заболевания, но не приводят к его излечению. 

Антиретровирусная терапия является пожизненной, дорогостоящей и сопровождается накоплением побочных эффектов. Последние дости-

жения науки позволили предложить принципиально новый подход к лечению ВИЧ-инфекции — генную терапию. Настоящая публикация 

посвящена одному из направлений генной терапии ВИЧ, которое получило название «внутриклеточная иммунизация». В основе этого направ-

ления лежит идея введения антивирусных генов в чувствительные к ВИЧ клетки. В статье рассмотрены механизмы действия различных 

антивирусных генетических агентов, обсуждаются вопросы, связанные с выбором клеток-мишеней и способом доставки терапевтиче-

ских генов. Представлены результаты клинических испытаний некоторых генно-терапевтических препаратов для лечения ВИЧ-инфекции.

Ключевые слова: генная терапия, ВИЧ, вирусный вектор, антивирусные гены.
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Введение

Современные успехи в лечении ВИЧ-инфекции были 

достигнуты с помощью препаратов, полученных тради-

ционными методами химического синтеза активных 

молекул, блокирующих действие ферментов ВИЧ 

или препятствующих проникновению ВИЧ в CD4+ 

Т-лимфоциты — основную популяцию клеток, поража-

емых вирусом. Одновременное применение нескольких 

препаратов разных типов, называемое высокоактивной 

антиретровирусной терапией (ВААРТ), подавляет репли-

кацию ВИЧ и приводит к постепенному увеличению 

числа CD4+ клеток. Однако особенностью репликации 

ВИЧ является его способность интегрироваться в геном 

клеток и годами сохраняться в форме провируса в долго-

живущих клетках, не подвергаясь действию антиретро-

вирусных препаратов. При отмене терапии отдельные 

провирусы активируются, и вновь начинается размно-

жение ВИЧ. В связи с этим современное лечение комби-

нацией препаратов должно проводиться пожизненно, что 

делает его исключительно дорогостоящим и приводит 

к накоплению побочных эффектов, связанных с токсич-

ностью используемых химических препаратов.

В 2011 г. было опубликовано сообщение об уникальном 

случае полного излечения от ВИЧ-инфекции. Данный 

случай связан с активно развивающимся и перспек-

тивным подходом в лечении ВИЧ-инфекции, который 

называют генной терапией. Подход основан на введении 

в клетки генетических конструкций, экспрессия которых 

(т.е. образование функциональных молекул белка или 

РНК на основании кодируемой генетическими конструк-

циями информации) придает организму устойчивость 

к вирусу. Можно выделить три основных направления 

в генной терапии ВИЧ. Первое — введение генетических 

последовательностей, которые кодируют молекулярные 

агенты, подавляющие репликацию вируса в чувстви-

тельных клетках или защищающие эти клетки от проник-

новения вируса, — направление, получившее название 

«внутриклеточная иммунизация» [1]. Второе направление 

предполагает генетическую модификацию цитотоксиче-

ских лимфоцитов и/или В-лимфоцитов за счет введения 

генов, кодирующих специфические к ВИЧ рецепторы, 

цитокины или другие агенты, усиливающие противови-

русный иммунный ответ хозяина [2]. И, наконец, третье 

направление — это терапевтическая или профилактиче-

ская вакцинация, основанная на введении генов ВИЧ для 
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Treatment Of HIV-Infection By Means Of Gene Therapy

Current methods of HIV treatment can contain a progression of the disease; however they do not lead to a cure. Lifelong antiretroviral therapy is 

therefore necessary, leading to problems of cost and toxicity of chemical drugs. The recent advances in science have allowed a new approach to the 

HIV-treatment — gene therapy. In the present publication we focus on one strategy of the gene therapy called «intracellular immunization». The 

strategy is based on the introducing of antiviral genes into the HIV-sensitive cells. We highlight the mechanisms of action of various antiviral genetic 

agents and discuss some issues concerning target cells and genes delivery. Finally we summarize the results of certain gene therapy clinical trials.
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экспрессии отдельных вирусных антигенов внутри клетки 

[3]. Данный обзор посвящен обсуждению работ, веду-

щихся в рамках первого направления, которое, на наш 

взгляд, на сегодняшний день является наиболее перспек-

тивным.

Внутриклеточная иммунизация предполагает введение 

терапевтических генов в клетки иммунной системы 

(клетки-мишени), которые поражает ВИЧ. Для этого 

используется метод ex vivo, который включает изоляцию 

данных клеток пациента, их генетическую модификацию 

в условиях культивирования in vitro и аутологичную 

трансплантацию. В настоящее время в качестве клеток-

мишеней в генотерапии ВИЧ используют или CD4+ 

Т-лимфоциты, или гемопоэтические стволовые клетки 

(ГСК). Преимуществом использования Т-лимфоцитов 

является простота условий культивирования и относи-

тельная легкость наращивания in vitro этой популяции 

клеток, что позволяет получить Т-клеточную массу 

в количествах, достаточных для нескольких инфузий. 

Результаты клинических испытаний I фазы подтверж-

дают безопасность процедуры пересадки Т-лимфоцитов 

[4–7]. Недостатком Т-клеточной терапии является огра-

ниченный срок жизни лимфоцитов, что обусловли-

вает необходимость повторных введений трансгенных 

клеток.

Помимо CD4+ Т-лимфоцитов ВИЧ может зара-

жать и образовывать латентный резервуар в моно-

цитах/макрофагах, дендритных и некоторых других 

клетках. Генетическая модификация ГСК может защи-

тить весь спектр восприимчивых клеток, поскольку 

они являются предшественниками всех клеток, вовле-

ченных в инфекцию вирусом. Модифицированные 

ГСК могут в течение всей жизни являться источником 

ВИЧ-устойчивых клеток. Однако на данный момент не 

существует надежных способов размножения ГСК в куль-

туре, поскольку культивирование ГСК ведет к прогресси-

рующей потере стволовых свойств. Исследуется возмож-

ность использования и других клеточных популяций, 

например, общих предшественников лимфоцитов [8] или 

индуцированных стволовых клеток [9, 10].

Чтобы защитить всех потомков модифицированных 

клеток, терапевтический ген должен передаваться 

в дочерние клетки, что возможно только в том случае, 

если он интегрирован в хромосому. Осуществить встра-

ивание генетических конструкций в хромосому позво-

лили векторы, созданные на базе γ-ретровирусов 

и лентивирусов. γ-Ретровирусный вектор был первым 

вектором, который применили в клинических испыта-

ниях [11]. Основной проблемой, с которой столкнулись 

при использовании этого вектора, оказалась генотоксич-

ность, т.е. способность вызывать злокачественное пере-

рождение клетки. Кроме того, с течением времени проис-

ходило уменьшение экспрессии, что приводило к осла-

блению терапевтического эффекта [12]. Этих недостатков 

лишены лентивирусные векторы, которые, кроме того, 

в отличие от γ-ретровирусных векторов, способны пере-

носить генетический материал в неделящиеся клетки, что 

особенно важно при манипуляциях с ГСК [12]. В связи 

с этим в последних клинических испытаниях отдают 

предпочтение именно этим векторам.

Антивирусные агенты

Первые генетические конструкции кодировали анти-

вирусные агенты, которые были направлены на инги-

бирование вирусной транскрипции и трансляции на 

поздних стадиях жизненного цикла вируса после встра-

ивания вирусной ДНК в геном. К таким агентам отно-

сятся доминантно-негативные белки, внутрикле-

точные антитела (intrabodies) против белка Tat, TAR 

(trans-activating response region)-ловушка, антисмыс-

ловые последовательности, рибозимы, короткие интер-

ферирующие РНК (киРНК), направленные против 

вируса и др.

Трансдоминантный белок Rev представляет собой 

мутированный вирусный белок, который сохраняет 

РНК-связывающую активность в отношении ВИЧ, 

однако задерживается в ядре и таким образом нару-

шает транспорт мРНК ВИЧ из ядра в цитоплазму. 

Было создано несколько вариантов трансдоминантного 

белка (RevM10, TdRev, huRevM10), которые эффек-

тивно работали in vitro и были использованы в клини-

ческих испытаниях [13]. Другой антивирусный агент, 

TAR-ловушка, представляет собой короткий фрагмент 

РНК ВИЧ, который связывает вирусный белок Tat, 

являющийся активатором транскрипции. Наличие 

в клетке TAR-ловушки приводит к снижению концен-

трации свободного белка Tat и во много раз уменьшает 

скорость репликации ВИЧ [14]. Механизм действия 

внутриклеточных антител, специфичных к белку Tat, 

также основан на связывании и инактивации этого белка 

[15]. Антисмысловые (антисенс) РНК — короткие или 

длинные РНК-последовательности, комплементарные 

последовательности РНК ВИЧ — образуют дуплексы 

с вирусной РНК, делая ее нефункциональной и приводя 

к деградации. Множество антисенс-конструкций, иссле-

дованных in vitro, обладали способностью подавлять 

размножение вируса [16]. Было показано, что молекулы 

РНК длиной более 800 п.н. (пар нуклеотидов) обладают 

большим антивирусным потенциалом, и опосредованное 

ими ингибирование менее чувствительно к возникно-

вению мутированных вирусных вариантов [16]. Одна из 

конструкций, содержащая антисенс-последовательность, 

была тестирована во II фазе клинических испытаний 

(см. ниже).

Для внутриклеточной иммунизации были исполь-

зованы также рибозимы — РНК-ферменты, способные 

расщеплять РНК-мишени. Связывание с мишенью 

и ее дальнейшее разрушение определяется компле-

ментарностью плечей рибозима и РНК-молекулы. 

Рибозимы, сконструированные для специфического 

расщепления РНК ВИЧ, позволили ингибировать 

размножение вируса на нескольких экспериментальных 

моделях [7, 17, 18].

После открытия РНК-интерференции, которая заклю-

чается в специфическом подавлении экспрессии генов 

при помощи малых двухцепочечных молекул РНК, было 

исследовано огромное количество коротких интерфери-

рующих РНК (киРНК), направленных против вирусной 

РНК, и показано ингибирование репликации вируса 

на различных модельных системах [19]. Существенным 

недостатком использования киРНК и рибозимов против 

ВИЧ является быстрое возникновение устойчивых 

вирусных мутантов. Для решения этой проблемы было 

предложено применять комбинации из нескольких анти-

вирусных агентов, направленных против консервативных 

участков РНК вируса [20, 21].

Теоретически ингибирование ВИЧ на ранней стадии 

жизненного цикла имеет значительные преимущества. 

Использование механизмов, блокирующих вирус до инте-

грации провируса в геном, должно приводить к нако-

плению пула незараженных модифицированных клеток, 

которые могут нормально функционировать в орга-
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низме, внося свой вклад в борьбу с ВИЧ. Было пред-

ложено несколько генетических агентов, предотвраща-

ющих интеграцию вируса в геном, среди которых моди-

фицированные клеточные факторы рестрикции, ингиби-

торы слияния, а также различные агенты, нарушающие 

экспрессию корецептора ВИЧ CCR5.

Выключение рецепторов

После того как было установлено, что для проник-

новения в клетку ВИЧ необходимо взаимодействие 

вирусной частицы с рецептором CD4 и корецептором 

CCR5 или CXCR4, возникла идея выключения этих 

рецепторов для защиты клетки от заражения. От мани-

пуляций с рецепторами CD4 и CXCR4 в генной терапии 

пришлось отказаться, т.к. было показано, что они необ-

ходимы для нормального функционирования клеток [22]. 

Блокирование же CCR5, напротив, оказалось много-

обещающим. Было показано, что наличие полиморфного 

варианта гена ССR5 32, содержащего делецию 32 п.н. 

и кодирующего нефункциональный белок, уменьшает 

вероятность инфицирования и замедляет развитие забо-

левания [23]. Среди ВИЧ-инфицированных лиц частота 

встречаемости гетерозигот снижена по сравнению 

с таковой в популяции в 3 раза, а для гомозигот ССR5 32 

описаны лишь единичные случаи заражения вирусом [23, 

24]. Важно отметить, что не было обнаружено патологий, 

ассоциированных с наличием делетированного варианта 

ССR5.

Ярким свидетельством эффективности в борь-

бе с вирусом и безопасности выключения ССR5 яв-

ляется уникальный случай выздоровления ВИЧ-

инфицированного пациента после трансплантации 

костного мозга, полученного от донора, гомозигот-

ного по ССR5 32. Пересадка костного мозга, прове-

денная в связи с рецидивом острой миелодной лейкемии, 

привела к полному замещению пула CD4+-клеток крови 

и лимфоидных органов донорскими клетками без CCR5-

рецептора. Позже произошло и замещение макрофагов. 

Несмотря на то, что ВААРТ была прервана сразу после 

трансплантации, наблюдение показало отсутствие вируса 

в плазме и провирусной ДНК в клетках периферической 

крови в течение 46 мес после операции [25].

Было предложено несколько различных способов 

выключения CCR5-рецептора с помощью терапев-

тических генов, в т.ч. РНК-интерференция, расще-

пление CCR5 РНК-рибозимами, нейтрализация рецеп-

тора внутриклеточными антителами, инактивация гена 

за счет внесения делеций в ДНК с использованием сайт-

специфических нуклеаз [26].

В двух независимых лабораториях были созданы 

рибозимы, расщепляющие мРНК гена  ССR5, умень-

шающие выраженность экспрессии гена рецептора и 

тем самым ингибирующие размножение CCR5-тропного 

вируса in vitro [27, 28]. Другой подход позволил сконструи-

ровать ген, кодирующий внутриклеточное антитело, спе-

цифичное к CCR5. В этом случае внутриклеточные анти-

тела связывают рецептор CCR5 и удерживают его в эндо-

плазматическом ретикулуме, таким образом значительно 

снижая количество рецепторов на поверхности клетки. 

В экспериментах in vitro было показано, что клетки, 

экспрессирующие данный ген, были устойчивы к зара-

жению CCR5-тропным вирусом [29].

Были исследованы различные киРНК для стабиль-

ного выключения гена ССR5 [30 – 33]. Введение в клетки 

киРНК эффективно снижало количество рецепторов 

на поверхности клеток и обусловливало устойчивость 

клеток к ВИЧ. Однако высокий уровень экспрессии 

киРНК во многих случаях являлся цитотоксичным для 

клетки. Одна из причин токсичности — насыщение 

белковых комплексов, процессирующих клеточные 

киРНК, и конкуренция искусственных киРНК с эндо-

генными [34]. Кроме того, при высоких концентрациях 

киРНК возможно ингибирование других клеточных 

генов за счет частичной комплементарности [35]. Для 

того, чтобы избежать цитотоксичности, было предложено 

применять вектор, содержащий высокоэффективную 

киРНК под более слабым промотором. Исследования 

in vivo показали, что пересадка модифицированных этим 

вектором ГСК человека гуманизированным мышам 

приводила к уменьшению выраженности экспрессии 

гена рецептора в дифференцированных Т-лимфоцитах 

и моноцитах, при этом побочных эффектов не наблюда-

лось [33].

Еще более привлекательной альтернативой может 

послужить использование киРНК, сконструированных 

в форме искусственных микроРНК, имитирующих эндо-

генные микроРНК. Такие микроРНК более эффективны 

по сравнению с киРНК: значительно меньшее число 

молекул микроРНК в клетке приводит к аналогичному 

уровню ингибирования при отсутствии цитотоксичности 

[36 – 38]. Кроме того, в составе одного транскрипта 

могут быть экспрессированы несколько искусственных 

микроРНК, направленных против различных участков 

гена, что позволяет увеличить их эффективность [38].

Недавно был предложен и испытан новый метод 

выключения рецептора при помощи искусственно 

созданной сайт-специфической дезоксирибонуклеазы 

(фермента, расщепляющего ДНК) [39]. Такая нуклеаза 

способна избирательно связываться с последовательно-

стью гена ССК5 в хромосоме и вносить в нее двухцепо-

чечный разрыв. После репарации в этой области ДНК 

образуются делеции или вставки, приводящие к инакти-

вации гена. Оптимизированный метод обработки клеток 

с помощью данной нуклеазы позволяет модифициро-

вать около 17% клеток, при этом у 5–7% клеток разру-

шаются оба аллеля. В экспериментах на гуманизиро-

ванных мышах, зараженных ВИЧ, происходила быстрая 

селекция клеток без рецептора, и наблюдалось умень-

шение вирусной нагрузки у животных [40]. Результаты 

I фазы клинических испытаний вектора, кодирующего 

CCR5-нуклеазу, использованного для модификации 

Т-лимфоцитов, достаточно оптимистичны (см. ниже).

Ингибиторы слияния ВИЧ с клеткой

Белок вирусной оболочки gp41 участвует в слиянии 

вирусной и клеточной мембраны, причем сближение 

с клеткой происходит за счет взаимодействия его С- 

и N-концевых участков. Был сконструирован короткий 

пептид, повторяющий С-концевую часть gp41 (С-пептид), 

который, связываясь с N-концевой частью вирусного 

gp41, блокирует конформационные изменения, необ-

ходимые для слияния мембран. В результате заражения 

клетки не происходит. Один из вариантов С-пептида 

(С36) длиной 36 аминокислот является основой анти-

ретровирусного препарата энфувиртид (Т20, Фузеон) 

и одобрен для применения в клинической практике 

в 2003 г. [41]. Недостатком препарата является быстрое 

образование устойчивых к нему вариантов вируса, а также 

парентеральный способ введения, из-за чего клиническое 

его использование ограничено.
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Для использования С-пептида в генной терапии 

von Laer и соавт. разработали вектор, кодирующий 

С46-пептид, который экспонируется на поверхности 

клеточной мембраны, обеспечивая высокую концен-

трацию белка непосредственно в области взаимодействия 

с вирусом. Увеличенный на 10 аминокислотных остатков 

С46-пептид обладал антивирусной активностью в отно-

шении вирусов, устойчивых к T20. Его высокая ингиби-

рующая активность была показана на культуре первичных 

лимфоцитов [42].

Клеточные факторы рестрикции

В процессе изучения механизмов устойчивости 

клеток приматов к ВИЧ были обнаружены факторы 

рестрикции — клеточные белки, способные ингибиро-

вать размножение вируса. Установлено, что в клетках 

макак-резус (Macaca mulatta) защиту от вируса обеспе-

чивает обезьяний белок rhTRIM5a, который связыва-

ется с капсидом вириона и вызывает его деградацию 

до образования провируса [43]. Исследование челове-

ческого гомолога белка huTRIM5α показало, что он 

неэффективен по отношению к ВИЧ, однако изме-

нение всего одного аминокислотного остатка в области 

связывания капсида делает клетки более устойчивыми к 

ВИЧ [44]. Замена 11 аминокислотных остатков в белке 

huTRIM5α на 13 остатков из белка обезьян позволила 

получить химерный белок, активность которого была 

показана на нескольких модельных системах, в том 

числе in vivo на модели гуманизированных мышей [45]. 

У другого представителя обезьян, трехполосого дурукули 

(owl monkey), клетки от заражения ВИЧ защищает белок 

TRIM-Cyp, первая часть аминокислотной последова-

тельности которого гомологична белку TRIM, а вторая — 

белку циклофилин А (cyclophilin A) [46]. В процессе 

работы Neagu et al. был сконструирован человеческий 

аналог, соединивший huTRIM5α и циклофилин А чело-

века в один белок, и продемонстрировано ингибиро-

вание ВИЧ в CD4+-клетках и макрофагах, модифици-

рованных данным геном [47].

Обнаружены и другие противовирусные клеточные 

факторы, которые могут быть использованы как потенци-

альные агенты в генной терапии — это белки APOBEC3G 

и Tetherin. Однако ВИЧ обладает естественной защитой 

от этих факторов в виде белков vif и vpu, которые нейтра-

лизуют действие APOBEC3G и Tetherin, соответственно. 

Несколько исследователей предложили использовать 

vif-устойчивый APOBEC3G, полученный посредством 

единичной аминокислотной замены [48, 49], а в работе 

Gupta получен Tetherin, устойчивый к вирусному vpu 

[50]. Показано, что в процессе репликации ВИЧ взаи-

модействует с сотнями клеточных генов, некоторые из 

которых могут проявлять ингибирующую активность, 

как, например, гены Mov10 [51] и CPSF6 [52].

Комбинирование антивирусных генов

Вследствие высокой изменчивости ВИЧ введение 

в клетку одного противовирусного гена во многих случаях 

приводит к появлению устойчивых к этому агенту вари-

антов вируса. В случае ингибирования рецептора CCR5 

сохраняется вероятность размножения вариантов ВИЧ, 

тропных к CXCR4-рецептору, которые обнаруживаются 

у пациентов, имеющих давнюю историю инфицирования 

ВИЧ. Решением данной проблемы может стать исполь-

зование в структуре одного вектора комбинации генов, 

механизм действия которых различен. Такие векторы 

были разработаны в нескольких лабораториях [30, 53, 

54]. «Тройной» вектор (triple vector), содержащий три 

различных РНК-гена (CCR5-рибозим, TAR-ловушку 

и киРНК против gag), показал хорошие результаты на 

модели иммунодефицитных гуманизированных мышей 

и дошел до клинического испытания I фазы [53]. Другой 

вариант комбинированного вектора, появившийся позже, 

также включал три элемента — CCR5 киРНК, химерный 

белок TRIM5a и TAR-ловушку — и эффективно ингиби-

ровал ВИЧ в макрофагах и CD4+-лимфоцитах, диффе-

ренцированных из ГСК [30]. Предотвратить возник-

новение устойчивых вариантов вируса при использо-

вании РНК-интерференции позволило введение четырех 

киРНК, направленных против различных участков вирус-

ного транскрипта [20]. Продемонстрировано успешное 

подавление вируса при помощи комбинации ингиби-

тора слияния C46 и двух киРНК, направленных против 

ВИЧ РНК [54]. В целом накопленные данные показы-

вают, что включение в вектор генетических последова-

тельностей, кодирующих несколько антиВИЧ-агентов, 

позволяет блокировать появление устойчивых мутантов и 

усиливает антивирусный эффект.

В настоящее время в России во ФБУН ЦНИИ эпиде-

миологии Роспотребнадзора ведется разработка противо-

вирусной конструкции, в состав которой должны войти 

микроРНК против рецептора CCR5, гибридный белок 

TRIM5a, антисмысловая последовательность, а также 

TAR-ловушка. Доставка этой конструкции в клетку будет 

осуществляться с помощью лентивирусного вектора. 

Для ингибирования CCR5-рецептора создана комби-

нация из двух искусственных микроРНК, ее эффек-

тивность продемонстрирована на индикаторной линии 

клеток человека [55]. Антивирусная активность других 

генов показана на модели лимфобластоидных клеточных 

линий [56].

Клинические испытания

Результаты первого клинического испытания анти-

вирусного трансгена (RevM10) были опубликованы в 

1996 г. [57]. С тех пор в рамках направления по внутри-

клеточной иммунизации было инициировано более 30 

клинических испытаний, в которых протестировано 

не менее 20 генно-терапевтических препаратов [58]. 

Большая часть исследований была проведена с целью 

оценки безопасности и осуществимости трансплантации 

пациентам CD4+ Т-лимфоцитов или CD34+ ГСК, моди-

фицированных антиВИЧ-генетическими конструк-

циями, т.е. они являлись клиническими испытаниями 

I фазы. В ранних исследованиях в качестве антиви-

русных агентов использовали трансдоминантный белок 

RevM10 или рибозим, которые вводили в клетки при 

помощи γ-ретровирусного вектора [13]. Пациенты хорошо 

переносили трансплантацию, серьезных побочных 

эффектов не наблюдалось. Во всех исследованиях после 

инфузии в крови пациентов наблюдалось селективное 

выживание клеток, экспрессирующих терапевтиче-

ские гены. Однако процент модифицированных клеток 

оказался очень низким, и терапевтического эффекта 

достигнуто не было.

Увеличение эффективности отдельных препаратов 

было продемонстрировано в последующих исследова-

ниях. Десять пациентов на поздней стадии развития 

СПИДа участвовали в клиническом испытании препа-
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рата, включающего ингибитор слияния С46 в составе 

γ-ретровирусного вектора. Изолированные CD4+ 

Т-клетки были модифицированы вектором и введены 

обратно пациентам. Маркеры трансгена обнаруживали 

в клетках периферической крови на протяжении одного 

года [59]. Вирусная нагрузка не изменилась, однако 

наблюдалось увеличение числа и функциональной актив-

ности CD4+ Т-лимфоцитов. С учетом несостоятель-

ности ВААРТ и низкого числа CD4+-клеток до лечения 

(<200 кл/мкл) результаты испытания представляются 

достаточно оптимистичными: через год число CD4+-

клеток было выше или находилось на первоначальном 

уровне, у 4 из 7 пациентов после смены антиретрови-

русных препаратов вирусную нагрузку удалось снизить до 

неопределяемой. По прошествии двух лет все пациенты 

оставались живы [59].

В 2009 г. были опубликованы результаты первого 

клинического испытания II фазы препарата для анти-

ВИЧ-терапии [60]. В рандомизированном двойном 

слепом плацебоконтролируемом многоцентровом иссле-

довании участвовало 74 человека (38 пациентов в иссле-

дуемой и 36 — в контрольной группах). γ-Ретровирусный 

вектор был использован для переноса в ГСК гена, коди-

рующего рибозим OZ1, расщепляющий геномную РНК 

ВИЧ в области, кодирующей белки tat/vpr. Клетки CD34+, 

мобилизированные из костного мозга, собирали из пери-

ферической крови, модифицировали in vitro и вводили 

обратно в кровь пациентам без предварительного приме-

нения химиотерапевтических препаратов, направленных 

на частичное удаление эндогенных клеток костного мозга 

(циторедуктивного кондиционирования). Протокол 

испытания включал два перерыва в приеме антиретро-

вирусных препаратов, целью которых было обеспечить 

селективный отбор защищенных трансгеном клеток. 

После трансплантации пациентов наблюдали в течение 

46 мес, измеряя вирусную нагрузку, оценивая присутствие 

в периферической крови модифицированных клеток, 

содержащих ДНК и РНК рибозима, абсолютное число 

CD4+-лимфоцитов в крови, а также функцию тимуса. 

Серьезных побочных эффектов зафиксировано не было. 

Через 4 нед после инфузии ДНК и РНК рибозима можно 

было обнаружить в клетках крови у 94% пациентов, 

а через 100 дней — только у 7% пациентов. Несмотря на 

то, что уровни ДНК и РНК-трансгена оказались ниже 

уровня, достаточного для количественного определения, 

через 100 дней у пациентов исследуемой группы отмеча-

лось статистически значимое снижение титра вирусных 

частиц. Абсолютное число клеток CD4+ у больных из OZ1 

группы в среднем было выше, чем в контрольной группе, 

но разница оказалась статистически недостоверной. 

Средняя продолжительность времени после аналитиче-

ского прерывания ВААРТ до появления вируса в крови, 

требующего возобновления терапии, в OZ1 группе соста-

вила более 60 нед, тогда как в контрольной группе — 

29,4 нед. Была установлена обратная корреляция между 

вирусной нагрузкой и уровнем экспрессии рибозима, 

а также количеством пересаженных клеток [60].

С 2003 г. в клинических испытаниях для доставки 

трансгенов начали использовать лентивирусные векторы, 

которые способны обеспечить стабильную экспрессию 

генов. Впервые лентивирусный вектор был применен для 

переноса в CD4+ Т-лимфоциты антисмысловой РНК 

против гена ENV ВИЧ (вектор VRX496) [5]. В клиническом 

испытании II фазы препарата VRX496 компании VIRxSYS 

участвовали 17 ВИЧ-инфицированных пациентов, нахо-

дившихся на ВААРТ. Каждый больной получал от 3 

до 6 вливаний модифицированных клеток, через 6 нед 

после последней процедуры проводили запланированный 

перерыв в приеме антиретровирусных препаратов. Для 

оценки результатов исследования учитывали время после 

отмены ВААРТ, через которое вирус вновь обнаружи-

вался в крови, а также уровень установившейся вирусной 

нагрузки. Прерывание ВААРТ оказалось возможным 

у 13 из 17 пациентов, а получить конечные показатели 

эффективности удалось у 8 из них. У 7 из 8 больных наблю-

дали уменьшение вирусной нагрузки на 0,2–0,98 лога-

рифма по сравнению с результатами анализов до назна-

чения ВААРТ, число CD4+-клеток оставалось стабильным. 

У одного из пациентов на протяжении 104 дней 

уровень вирусной нагрузки находился ниже предела 

детекции (50 копий/мл), а число CD4+ Т-лимфоцитов 

составляло более 1200 клеток/мкл, при начальном 

772 кл/мкл на фоне ВААРТ [61].

Весьма обнадеживающими являются результаты 

испытания генно-терапевтического препарата, который 

кодирует нуклеазу, специфически расщепляющую ген 

рецептора CCR5 [62]. В испытаниях I фазы приняли 

участие 6 пациентов, находящихся на антиретровирусной 

терапии, у которых число CD4+ Т-лимфоцитов состав-

ляло от 200 до 500 кл/мкл. Т-клетки были собраны 

из периферической крови и трансдуцированы адено-

вирусным вектором, в состав которого входил ген 

нуклеазы, затем введены обратно в кровоток. В данном 

случае действие фермента должно быть одноразовым, 

поэтому использовался вектор, не встраивающий ген 

в хромосому. У 5 из 6 пациентов наблюдалось увеличение 

числа CD4+ на 14-й день после инфузии, после чего на 

протяжении 1 года оставалось выше, чем до инфузии 

на 86–911 кл/мкл. У 3 из 5 пациентов произошла норма-

лизация соотношения числа CD4+/CD8+-клеток. 

Т-лимфоциты с разрушенным CCR5-геном были обна-

ружены в слизистой оболочке кишечника, что свиде-

тельствует о нормальной способности модифициро-

ванных клеток мигрировать в периферические лимфо-

идные органы [62]. На основании полученных резуль-

татов инициировано клиническое исследование II фазы.

Описанные выше клинические испытания свидетель-

ствуют о безопасности применяемых подходов и о посте-

пенном увеличении эффективности тестируемых препа-

ратов и процедур введения клеток. Основной проблемой 

остается низкое процентное содержание модифициро-

ванных клеток, достигаемое после трансплантации. При 

использовании Т-лимфоцитов важным условием прео-

доления этой проблемы является сохранение реплика-

тивного срока жизни возвращаемых пациенту клеток. По 

результатам проведенных недавно исследований можно 

говорить о том, что на функциональную активность 

и время жизни клеток, вводимых пациентам, драмати-

чески влияют фенотип вводимых лимфоцитов (наивные 

Т-лимфоциты — непримированные Т-клетки, клетки 

памяти, эффекторы) и выбор метода манипуляции 

in vitro [63–65]. Уже предложены оптимизированные 

способы получения клеточной массы, обогащенной клет-

ками памяти [64, 65]. Также необходимо отметить, что 

у пациентов с поздними стадиями СПИДа Т-клеточная 

терапия может быть менее эффективна, поскольку 

ВИЧ-инфекция вызывает нарушение функций лимфо-

цитов, а также уменьшение Т-клеточного репертуара 

[66]. Модификацию CD4+-клеток часто рассматривают 

как первый этап в клинических испытаниях трансгенов, 

поскольку метод позволяет быстро достигнуть терапевти-

ческого эффекта, а процедура является более безопасной 

и простой по сравнению с трансплантацией модифици-

рованных ГСК.



АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ВНУТРЕННИХ БОЛЕЗНЕЙ

Применение лентивирусных векторов решило про-

блему низкой эффективности трансдукции клеток CD34+ 

и нестабильной экспрессии трансгена. Однако, как уже 

упоминалось, получение большого количества ГСК пока 

затруднительно, а селективного давления недостаточно для 

того, чтобы процент этих клеток увеличивался после транс-

плантации, как, например, в случае тяжелого комбиниро-

ванного иммунодефицита, сцепленного с Х-хромосомой 

[67]. Значительно увеличить процент приживления 

и фракцию трансгенных клеток в циркулирующей крови 

позволяет циторедуктивное кондиционирование, исполь-

зуемое в онкогематологии, но высокая токсичность проце-

дуры ограничивает ее применение только у пациентов со 

злокачественными заболеваниями крови. В то же время 

опыт лечения генетических заболеваний при помощи 

трансплантации ГСК показал, что уменьшенные дозы 

химиотерапевтических препаратов хорошо переносятся 

пациентами и заметно увеличивают процент приживляе-

мости трансгенных ГСК [12, 68], открывая перспективу их 

использования и в генотерапии ВИЧ. Кроме того, ведется 

разработка принципиально новых, безопасных методов 

кондиционирования, основанных на применении антител, 

специфичных к ГСК [69].

Заключение

На сегодняшний день создано множество генетиче-

ских конструкций, внутриклеточная экспрессия которых 

подавляет размножение ВИЧ или защищает чувстви-

тельные клетки от заражения вирусом. При исследо-

вании in vitro и на животных моделях отдельные гене-

тические конструкции продемонстрировали высокую 

антивирусную активность, а также позволили предот-

вратить развитие резистентности вируса. Некоторые из 

них были протестированы в клинических испытаниях, 

где была показана безопасность генно-терапевтических 

препаратов и процедур введения генов, однако достичь 

желаемой эффективности пока не удалось. В связи с 

этим продолжается работа по дальнейшему совершен-

ствованию терапевтических генов и их комбинированию, 

проводится оптимизация технологий работы с клетками 

и клинических протоколов трансплантации. На стыке 

этих направлений в ближайшем будущем можно ожидать 

разработки эффективного генно-терапевтического лекар-

ственного препарата, позволяющего не только проводить 

поддерживающую терапию, но и излечивать пациентов с 

ВИЧ-инфекцией.
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