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ПЕРСПЕКТИВЫ БОРЬБЫ СО СТАРЕНИЕМ МОЗГА: РЕДАКТИРОВАНИЕ 
ГЕНА ТЕЛОМЕРАЗЫ В НЕРВНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТКАХ in vivo
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Возрастное укорочение теломер в нервных стволовых клетках сегодня рассматривается в качестве
одного из ключевых факторов старения мозга. В связи с этим представляется перспективным поиск
способов искусственного удлинения теломер в этих клетках. Подходы, основанные на усилении
экспрессии теломеразы в стволовых клетках, показали свою несостоятельность из-за высокого рис-
ка возникновения раковых опухолей, неизбежно сопровождающего высокий уровень экспрессии
теломеразы. Вместе с тем возможна принципиально иная стратегия повышения теломеразной ак-
тивности, которая состоит в отмене альтернативного сплайсинга теломеразы. Показано, что только
один из 22 сплайс-вариантов теломеразы обладает собственно теломеразной активностью, а другие
варианты этого фермента способны его ингибировать и в то же время обладают канцерогенной ак-
тивностью. Предлагаемая в настоящем обзоре стратегия состоит в редактировании гена теломеразы
таким образом, чтобы повысить эффективность удлинения теломер за счет исключения альтерна-
тивного сплайсинга. Такой механизм усиления теломеразной активности сохранит безопасный
уровень экспрессии теломеразы и исключит повышение вероятности канцерогенеза. Есть основа-
ния полагать, что редактирование гена теломеразы в нервных стволовых клетках мозга приведет к
усилению нейрогенеза во взрослом мозге и к замедлению возрастных изменений в нервной деятель-
ности. Это перспективное направление исследований в будущем может стать основой для разработ-
ки генной терапии, направленной на замедление старения мозга.
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Мозг взрослых млекопитающих, включая че-
ловека, имеет крайне ограниченный эндогенный
регенеративный потенциал. Этот потенциал,
прежде всего, связывают с сохранением во взрос-
лом возрасте нейрогенеза – процесса образова-
ния новых нейронов, их миграции, созревания и
интеграции в нейрональную сеть. Нейрогенез во
взрослом мозге животных и человека возможен
благодаря сохранению ограниченной популяции
нервных стволовых клеток (НСК) [1], его связы-
вают с когнитивными процессами, а также с реге-
нерацией поврежденной нервной ткани [2–12].
Значительное число научных групп во всем мире
исследуют возможности регуляции нейрогенеза.
Известно, что и без того скудные возможности
регенерации мозга существенно снижаются с воз-
растом, что объясняется, в первую очередь, ис-
черпанием пула нервных стволовых клеток в ней-
рогенных нишах [13].

Одной из вероятных причин уменьшения пула
НСК в мозге может быть укорочение теломер.
Укорочение теломер в стволовых клетках сегодня
рассматривается в качестве одного из основных
механизмов старения. Теломеры постепенно уко-
рачиваются с каждым новым клеточным делени-
ем [14–16]. Достижение теломерами критически
малой длины останавливает клеточные деления,
и в дальнейшем клетка либо подвергается апо-
птозу, либо встает на путь клеточного старения
[17–21]. Укорочение теломер компенсируется ра-
ботой фермента теломеразы, которая удлиняет
теломеры [22–26]. Во взрослом организме тело-
мераза синтезируется почти исключительно в
стволовых клетках, в частности – в НСК [27–32].
По этой причине средняя длина теломер в ство-
ловых клетках выше, чем в дифференцированных
[31]. Тем не менее даже в стволовых клетках уро-
вень экспрессии гена теломеразы недостаточно
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высок, чтобы полностью остановить укорочение
теломер. С возрастом теломеры в стволовых клет-
ках становятся все более короткими, что приво-
дит к снижению регенеративной способности
тканей организма. На сегодняшний день это рас-
сматривается в качестве основного механизма
старения [30, 33–36].

Показано, что процесс укорочения теломер с
возрастом происходит в НСК и это ведет к нару-
шению нейрогенеза [37]. Кроме того, с укороче-
нием теломер коррелирует риск развития воз-
растных заболеваний ЦНС, таких как болезнь
Альцгеймера [38], болезнь Паркинсона [39, 40] и
инсульт [41]. С другой стороны, многочисленны-
ми работами подтверждено, что воздействия, по-
вышающие пролиферацию и выживание нейро-
бластов, интеграцию в сеть молодых нейронов, в
свою очередь, улучшают память и замедляют про-
цесс старения мозга [42–45].

К сожалению, уже первые попытки усилить
экспрессию гена теломеразы, поместив этот ген
под контроль сильного промотора, привели к
крайне нежелательным последствиям – развитию
раковых опухолей [46–48]. Обнаруженный эф-
фект объяснялся тем, что теломераза повышает
активность группы генов, которые потенциально
ведут к развитию раковой опухоли. При этом
риск канцерогенеза зависит от уровня экспрес-
сии теломеразы. Умеренный уровень экспрессии
гена теломеразы, который в норме имеет место во
взрослых стволовых клетках, совместим с устой-
чивой регуляцией клеточных делений, но повы-
шенный уровень ведет к неадекватно интенсив-
ной и неконтролируемой пролиферации и к воз-
никновению рака [49–52].

Частично эту проблему удалось решить в рабо-
тах с введением гена теломеразы в составе виру-
сов, не способных к интеграции в геном клетки
[53–56]. Этот подход оказался безопасным с точ-
ки зрения канцерогенеза, поскольку ДНК вируса,
не интегрированная в геном клетки, утрачивается
клеткой в процессе последовательных клеточных
делений. Однако вместе с исчезновением угрозы
рака исчезла и возможность стабильно поддержи-
вать длинные теломеры в делящихся стволовых
клетках, поскольку в процессе клеточных деле-
ний привнесенный ген теломеразы утрачивался
стволовыми клетками и их потомками. Другой
подход заключался в усилении экспрессии тело-
меразы у онкоустойчивых линий мышей [39]. Хо-
тя этот подход был успешно реализован, он по
понятным причинам имеет невысокий потенци-
ал трансляции в клинику.

Принципиально иная стратегия, состоящая в
том, чтобы повысить не общий уровень экспрес-
сии гена теломеразы, а эффективность удлинения
теломер за счет исключения альтернативного
сплайсинга, предлагается в настоящей теоретиче-

ской статье. Здесь рассматриваются предпосылки
возникновения этой идеи: данные о роли нейро-
генеза и теломеразной активности в возрастных
изменениях мозга; данные о связи теломеразной
активности с канцерогенезом; результаты попы-
ток преодолеть укорочение теломер с возрастом
путем повышения уровня экспрессии теломера-
зы. Далее в статье описывается новый подход к
решению проблемы укорочения теломер, осно-
ванный на исключении альтернативного сплай-
синга теломеразы, а также современные методы
генной инженерии, которые могут быть примене-
ны для этого.

1. УСИЛЕНИЕ НЕЙРОГЕНЕЗА
ВО ВЗРОСЛОМ МОЗГЕ – СТРАТЕГИЯ, 

НАПРАВЛЕННАЯ НА ЗАМЕДЛЕНИЕ 
СТАРЕНИЯ МОЗГА

1.1. Нейрогенез во взрослом мозге – источник 
пластичности и регенерации нервной ткани

Образование новых нейронов в мозге млеко-
питающих не ограничивается эмбриональным и
ранним постнатальным периодом, а продолжается
в течение всей жизни [1]. Во взрослом мозге сохра-
няются две главные нейрогенные зоны, где присут-
ствуют НСК, – зубчатая извилина гиппокампа и
субвентрикулярная зона боковых желудочков.
Нейрональные предшественники, появляющие-
ся в зубчатой извилине, остаются в пределах этой
зоны и, становясь нейронами, включаются в
местную нейрональную сеть [57–59]. В отличие
от них предшественники, образующиеся в суб-
вентрикулярной зоне, мигрируют оттуда в обоня-
тельную луковицу [59], а также, в меньшей степе-
ни, в другие зоны мозга, включающие стриатум,
кору и гиппокамп [60–63]. При повреждениях
мозга, таких как инсульт или черепно-мозговая
травма, усиливаются пролиферация в нейроген-
ных зонах и миграция нейрональных предше-
ственников в зоны повреждения [60, 64–76]. Кро-
ме того, в самих поврежденных зонах, например в
коре, могут появляться резидентные нейрональ-
ные предшественники [77–80], образующиеся, ве-
роятно, из других типов клеток вследствие репро-
граммирования под влиянием их микроокруже-
ния. Однако экспериментальные исследования на
моделях инсульта показали, что только небольшая
часть новых нейронов, мигрирующих в зону пора-
жения или образующихся в ней, замещает собой
погибшие взрослые нейроны и интегрируется в су-
ществующие нейрональные сети [81]. При этом
долговременные наблюдения свидетельствуют о
дальнейшем снижении нейрогенеза и пула НСК
[82]. Нейродегенеративные, демиелинизирующие и
психические заболевания также влияют на нейроге-
нез взрослого мозга. Так, снижение нейрогенеза об-
наружено в клинических исследованиях и на моде-
лях таких заболеваиий, как болезнь Альцгеймера
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[83, 84], болезнь Паркинсона [85], рассеянный
склероз [86] и шизофрения [87]. Схематически
изменения нейрогенеза при старении и его связь
с возрастными неврологическими заболевания-
ми представлены на рис. 1.

Хотя большинство работ, посвященных ней-
рогенезу во взрослом мозге, было проведено на
грызунах, в ряде исследований убедительно проде-
монстрировано, что интенсивный нейрогенез
имеет место и в мозге взрослого человека, хотя
данные различных исследований противоречат
друг другу. Например, Moreno-Jiménez с соавт.
(2019) обнаружили тысячи молодых нейронов в
гиппокампе здоровых людей в возрасте от 43 до
87 лет [84]. В то же время в другом недавнем ис-
следовании авторам практически не удалось об-
наружить молодых нейронов в гиппокампе у
взрослых людей [88]. В этой связи следует под-
черкнуть, что выявление молодых нейронов у че-
ловека представляет методически значительно
более трудную задачу по сравнению с исследова-
нием лабораторных животных. Это обусловлено
тем, что ткани мозга человека, как правило, не про-
ходят своевременную и достаточно качественную
обработку, необходимую для сохранения антиге-
нов, характерных для молодых нейронов. Moreno-
Jiménez с соавт. (2019), а также Kempermann с соавт.
(2018) в своих работах убедительно показывают, что
различия по выявляемому уровню нейрогенеза су-
щественно зависят от деталей посмертной обработ-
ки тканей мозга, и приходят к общему заключе-
нию, что фактически очень высокий уровень ней-
рогенеза у человека сильно занижен во многих
исследованиях, применявших менее эффективную

обработку тканей или менее избирательно подхо-
дивших к первичному отбору материалов [84, 89].
Кроме гиппокампа, в мозге взрослых людей мно-
гочисленные нейроны обнаруживаются также в
стриатуме, куда они, по всей видимости, мигри-
руют из субвентрикулярной зоны [90].

Молодые нейроны отличаются повышенной
пластичностью – как физиологической (измене-
ние функциональных свойств синапсов), так и
структурной (образование новых и исчезновение
старых синапсов, рост аксонов, изменение формы
дендритов) [5–12]. По этой причине нейрогенез
играет важную роль в процессах обучения. Обуче-
ние усиливает нейрогенез, а также повышает вы-
живаемость и включение в сеть новых нейронов
[2–4]. С другой стороны, искусственное снижение
или выключение нейрогенеза различными мето-
дами (радиоактивное облучение, введение анти-
митотических веществ, генетическое выключе-
ние) уменьшают способность животных к обуче-
нию. Соответственно, улучшение когнитивных
способностей вызывается факторами, усиливаю-
щими нейрогенез, такими как физические упраж-
нения [42], информационно обогащенная среда
[3], умеренное снижение пищевого рациона [43].

1.2. Возрастное ослабление нейрогенеза
и старение мозга

С возрастом происходит снижение уровня
нейрогенеза в мозге [43–45]. Более того, у паци-
ентов с возрастными нейродегенеративными за-
болеваниями, такими как болезнь Альцгеймера и
Паркинсона, нейрогенез снижается еще в боль-

Рис. 1. Взаимосвязь между укорочением теломер, снижением нейрогенеза и старением мозга. Стрелки и линии обо-
значают связи и корреляции, обнаруженные для мыши (черный цвет) и человека (красный цвет). Сплошными лини-
ями обозначены твердо установленные отношения, прерывистыми – отношения, подтвержденные только частью ис-
следований. Прерывистая линия со знаком вопроса обозначает предполагаемое отношение, которое пока не исследо-
вано.

Нервные стволовые клетки

Теломеры Нейрогенные зоны

Старение

Укорочение теломер Снижение нейрогенеза

Инсульт Болезнь Паркинсона Болезнь Альцгеймера/деменция

?
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шей степени, чем у здоровых возрастных пациен-
тов [83–85, 91]. Это критически сказывается на
функционировании мозга в связи с важной ролью
молодых нейронов в регенерации ткани мозга и в
обучении. Снижение способности к регенерации,
а также снижение уровня пластичности являются
характерными проявлениями старения мозга. С
другой стороны, внешние факторы, замедляющие
возрастное угасание нейрогенеза, одновременно
замедляют и снижение когнитивных способно-
стей [42–45]. Кроме того, возрастное ухудшение
памяти удается замедлить и даже обратить с по-
мощью трансплантации искусственно получен-
ных нервных стволовых клеток в стареющий мозг
[44, 92]. Но этот подход имеет серьезные недо-
статки, такие как высокая инвазивность и риск
развития раковой опухоли [92]. Поэтому сейчас
усилия многих научных групп направлены на по-
иск способов усиления внутреннего нейрогенно-
го потенциала мозга. В качестве потенциальных
фармакологических средств, направленных на
сохранение или восстановление высокого уровня
нейрогенеза в стареющем мозге, исследуются ре-
гуляторные молекулы, такие как GDF11, TGF-β,
антиоксиданты, такие как α-токоферол, и проти-
вовоспалительные препараты, как например ин-
дометацин [44]. Введение перечисленных факто-
ров в организм стареющих животных приводит к
частичному восстановлению нейрогенного потен-
циала и к улучшению когнитивных способностей
[44]. Эти данные подтверждают, что существен-
ную роль в возрастном снижении нейрогенеза иг-
рают нарушение регуляции эндогенной стволо-
вой ниши, повышение уровня свободных радика-
лов и воспалительные процессы.

Однако перечисленные терапевтические воз-
действия в лучшем случае только на время замед-
ляют или приостанавливают процесс старения
мозга. Наши исследования показали, что перво-
начальное существенное усиление нейрогенеза,
вызванное ишемией мозга, снижается на более
длительных сроках наблюдения [82]. Поэтому за-
дача предотвращения старения мозга и восста-
новления его регенерационного потенциала тре-
бует исследования фундаментальных механизмов
старения организма. Хотя на данный момент не
существует однозначного понимания механизмов
старения, в качестве одного из наиболее вероят-
ных механизмов рассматривается укорочение те-
ломер в делящихся клетках.

Таким образом, эндогенная способность мозга
к воспроизводству новых нейронов, связанная с
существованием в мозге НСК, существенно сни-
жается с возрастом и связана с нейродегенератив-
ными заболеваниями. В свою очередь, способ-
ность НСК генерировать новые нейроны суще-
ственно зависит от работы теломеразы (рис. 1).

2. ДВОЙСТВЕННАЯ РОЛЬ ТЕЛОМЕРАЗЫ 
КАК ФАКТОРА, ЗАМЕДЛЯЮЩЕГО 

СТАРЕНИЕ И ПРОВОЦИРУЮЩЕГО РАК

2.1. Связь укорочения теломер со старением мозга

Белковые комплексы, которые осуществляют
репликацию ДНК в эукариотических клетках, не
способны эффективно реплицировать концы хро-
мосом [93–96]. Поэтому в ходе последовательных
клеточных делений происходит постепенное уко-
рочение концевых участков хромосом – теломер
[14–16]. Теломераза способна заново достраивать
теломеры [22–26, 97]. Фермент теломераза состо-
ит из двух субъединиц: TERC – молекула РНК,
участок которой служит матрицей для синтеза те-
ломерной ДНК; и TERT – обратная транскрипта-
за, синтезирующая теломерную ДНК на матрице
TERC [98–101]. Ген РНК-компонента теломера-
зы TERC активно экспрессируется в большин-
стве тканей организма на всех этапах жизни [102].
Однако ген белкового компонента теломеразы
TERT (который мы ниже для упрощения будем на-
зывать геном теломеразы) высоко активен только
на этапе эмбриогенеза [27, 103–105]. Вскоре после
рождения уровень экспрессии гена теломеразы
резко падает, и в течение всей последующей жизни
белок теломераза синтезируется, главным обра-
зом, в региональных стволовых клетках [27–32], в
частности – в НСК в субвентрикулярной зоне и в
гиппокампе [29, 106–108]. По этой причине в реги-
ональных стволовых клетках средняя длина тело-
мер существенно выше, чем в дифференцирован-
ных клетках [31]. Редким исключением из этого
правила являются взрослые нейроны, в которых
наблюдается экспрессия теломеразы, с чем, веро-
ятно, связано долгожительство этих клеток [109].
Однако в процессе последующего постнатально-
го развития уровня экспрессии гена теломеразы в
стволовых клетках оказывается недостаточно для
того, чтобы полностью остановить укорочение
теломер [30, 33–35, 110]. В частности, с возрастом
происходит укорочение теломер в НСК в субвен-
трикулярной зоне, которое коррелирует с ослаб-
лением нейрогенеза [31, 108] (рис. 1).

Укорочение теломер в стволовых клетках при-
знано одним из основных механизмов старения
[36]. Когда теломеры хромосом достигают крити-
чески малой длины, прекращаются клеточные де-
ления, и клетка либо подвергается апоптозу, либо
становится на путь клеточного старения с форми-
рованием характерного метаболизма и секреторно-
го профиля стареющей клетки [17–21]. Истощение
популяций способных к делениям клеток – прежде
всего стволовых – приводит к постепенному сни-
жению регенерационного потенциала во всех тка-
нях организма [111]. В то же время стареющие клет-
ки секретируют провоспалительные факторы [112].
В совокупности это определяет снижение качества
жизни, характерное для пожилого возраста. Ста-
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тистические данные демонстрируют сильную кор-
реляцию процента клеток с укороченными тело-
мерами с частотой встречаемости заболеваний,
связанных с пожилым возрастом [113]. Кроме то-
го, с укорочением теломер коррелирует риск раз-
вития неврологических заболеваний, таких как
болезнь Альцгеймера [38], болезнь Паркинсона
[39, 40], рассеянный склероз [114] и инсульт [41]
(рис. 1).

2.2. Связь теломеразы с канцерогенезом

Осознание роли укорочения теломер при старе-
нии дало толчок работам, в которых исследовалась
возможность замедлить или остановить старение с
помощью искусственного повышения экспрессии
гена теломеразы. Однако это направление исследо-
ваний сразу столкнулось с серьезной проблемой:
существенное повышение уровня экспрессии ге-
на теломеразы вызывает развитие рака.

Дело в том, что белок теломераза, помимо его
канонической роли в удлинении теломер, выпол-
няет в клетке множество дополнительных функ-
ций, которые независимы от теломеразной актив-
ности, но могут способствовать канцерогенезу.
Прежде всего теломераза взаимодействует с сиг-
нальным путем wnt/β-catenin и участвует в акти-
вации ряда генов, ответственных за пролифера-
цию клеток, в частности генов c-Myc и Cyclin-D1.
Кроме того, теломераза непосредственно активи-
рует ген NF-kB и совместно с ним участвует в ак-
тивации подконтрольных ему генов, которые
связаны с возникновением устойчивости к апо-
птозу и с воспалением. Наконец, теломераза на-
прямую активирует ген VEGF, отвечающий за
усиление роста сосудов. Одновременно по не-
скольким независимым механизмам теломераза
вызывает у клетки устойчивость к факторам,
сдерживающим рост, в частности к действию гор-
мона TGF-β [49–52].

Таким образом, теломераза занимает положе-
ние одного из центральных регуляторов возник-
новения и поддержания раковой опухоли. Дей-
ствительно, примерно 90% всех раковых опухо-
лей сопровождаются повышением экспрессии
гена теломеразы [49–52]. В частности, высокая
теломеразная активность показана для глиомы
[115]. Показано, что искусственное повышение
экспрессии гена теломеразы провоцирует образо-
вание раковых опухолей, а последующее выклю-
чение этого гена приводит к прекращению их раз-
вития [46–48].

Необходимо подчеркнуть, что согласно мно-
гочисленным данным канцерогенный эффект те-
ломеразы не зависит от удлинения теломер [49,
116]. Более того, у линии мышей с искусственно
удлиненными теломерами не наблюдается повы-
шения риска возникновения рака, и из этого следу-

ет, что само по себе удлинение теломер не является
канцерогенным фактором [117]. Господствующее
до недавнего времени мнение, что канцероген-
ным действием обладает само удлинение тело-
мер, было основано на том, что для длительной и
интенсивной пролиферации раковых клеток им
необходима постоянная достройка теломер. Дей-
ствительно, прекращение удлинения теломер в
раковых клетках ведет к прекращению клеточных
делений и к апоптозу [118–121]. Однако форми-
рование раковой опухоли под действием белка те-
ломеразы происходит еще до того как начинает
наблюдаться удлинение теломер [48]. Более того,
различные мутантные варианты теломеразы, а
также ее альтернативные сплайс-варианты, не
обладающие теломеразной активностью, также
провоцируют рак, как и активная теломераза [116,
122–126]. В пользу этого свидетельствует и тот
факт, что белок теломераза стимулирует проли-
ферацию в отсутствие РНК-компонента теломе-
разы TERC, без которого невозможна теломераз-
ная активность [127].

2.3. Искусственное повышение экспрессии гена 
теломеразы: возможности и ограничения

В первых работах, выполненных на линии
трансгенных мышей с повышенной экспрессией
гена теломеразы, смертность животных была по-
вышена из-за развития множественных опухолей
[46–48, 128]. Тем не менее для таких животных
была продемонстрирована повышенная макси-
мальная продолжительность жизни, а в тканях
этих животных наблюдалось повышение средней
длины теломер [15, 129]. Это мотивировало иссле-
дователей искать подходы к тому, чтобы каким-
то образом компенсировать канцерогенный эф-
фект теломеразы. Первая удачная работа была
проведена Tomas-Loba с соавт. (2008) [39], создав-
шими трансгенных мышей с геном теломеразы
под контролем промотора кератина, которые в то
же время были онкоустойчивыми, потому что
имели в геноме тройную дозу генов онкосупрес-
соров p-53, p-16 и Arf. У этих мышей наблюдался
повышенный синтез теломеразы в эпителиаль-
ных тканях, прежде всего в стволовых клетках
эпителия, в связи с чем в клетках эпителия была
повышена средняя длина теломер и снижен про-
цент критически коротких теломер. Эти живот-
ные жили в среднем примерно на 40% дольше,
чем контрольные животные, и у них не наблюда-
лось повышения вероятности развития рака [39].

Bernardes de Jesus с соавт. (2012) нашли другое
решение этой проблемы [53]. Они вводили экспе-
риментальным животным ген теломеразы в со-
ставе нереплицирующегося аденоассоциирован-
ного вируса. Аденоассоциированные вирусы ха-
рактеризуются слабой вероятностью интеграции
в геном зараженной клетки. Поэтому повышен-
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ная экспрессия гена теломеразы у зараженных та-
ким вирусом животных не может существенно
поддерживать развитие рака: деление клетки, ко-
торое может быть спровоцировано экспрессией
теломеразы в зараженной клетке, с высокой веро-
ятностью приводит к потере вирусной ДНК до-
черними клетками и не приводит к увеличению
копийности вируса. Следовательно, в делящихся
клетках экспрессия теломеразы неизбежно зату-
хает. Однократное внутривенное введение такого
вируса мышам привело к повышению средней
длины теломер в клетках различных органов (в
том числе в мозге) и повысило среднюю и макси-
мальную продолжительность жизни на 20% при
введении в возрасте одного года и на 13% – при
введении в возрасте двух лет. Вместе с тем не на-
блюдалось повышения риска развития раковых
опухолей [53]. Эта же группа в дальнейшем про-
демонстрировала, что данный метод генной тера-
пии способствует эффективному восстановле-
нию сердца после инфаркта [54]. Кроме того, еще
в одной работе было показано, что введение дан-
ного вируса с геном теломеразы не ускоряет про-
грессию уже имеющейся опухоли в легком. Полу-
ченный факт свидетельствует в пользу того, что
данный метод терапии не будет повышать риск раз-
вития рака даже у тех индивидов, в тканях которых
уже имеются предпосылки к канцерогенезу [55].

С точки зрения роли теломеразы в нейрогенезе
особенно интересны работы, в которых в гиппо-
камп взрослых животных вводили не способный
к интеграции в геном аденовирус с геном теломе-
разы. В результате происходило усиление нейро-
генеза и повышение когнитивных способностей
без повышения риска развития рака [56, 107].
Упомянутые исследования ясно продемонстри-
ровали, что изменение экспрессии гена теломе-
разы имеет значительный терапевтический по-
тенциал как средство замедления старения и, в
частности, замедления старения мозга через под-
держание эндогенной популяции НСК.

Тем не менее разработанные подходы имеют
очевидные ограничения. Безопасное, с точки зре-
ния развития рака, введение гена теломеразы в
составе не способных к интеграции вирусов мо-
жет обеспечить только временное удлинение те-
ломер в популяции стволовых клеток, поскольку
в процессе клеточных делений привнесенный ген
теломеразы будет утрачиваться. С другой сторо-
ны, встройка в геном стволовых клеток конструк-
ции с геном теломеразы требует дополнительных
мер по предотвращению рака. Учитывая эти ре-
зультаты, можно предложить принципиально
иную стратегию удлинения теломер в стволовых
клетках, связанную с альтернативным сплайсин-
гом теломеразы, не примененную пока ни в од-
ном из проведенных исследований.

3. ЗНАЧЕНИЕ АЛЬТЕРНАТИВНОГО 
СПЛАЙСИНГА ТЕЛОМЕРАЗЫ

Альтернативный сплайсинг является одним из
источников разнообразия белков у эукариот. По-
скольку в эукариотических генах последователь-
ность, кодирующая белок, поделена на экзоны,
которые чередуются с интронами, избирательное
вырезание интронов и сшивка экзонов могут при-
водить в конечном счете к разным вариантам ами-
нокислотной последовательности белков, разли-
чающимся по функциональным свойствам [130].

В гене теломеразы 16 экзонов и 15 интронов,
что создает возможность синтеза очень большого
числа вариантов белка теломеразы [131] (рис. 2).
Сейчас известно 22 варианта теломеразы, и из
них только один вариант обладает теломеразной
активностью – способен достраивать теломеры.
Это так называемая полноразмерная теломераза,
которая содержит все экзоны в правильной после-
довательности, без вставок интронов [132–138].
Больший процент единиц белка теломеразы в
стволовых и раковых клетках приходится на β-ва-
риант, в котором отсутствуют экзоны 7 и 8, а также
сдвигается рамка считывания, благодаря чему по-
является преждевременный стоп-кодон [135, 137,
139–143]. Доля полноразмерной теломеразы в ря-
де работ оценивается примерно в 5% [102, 134,
135]. Таким образом, подавляющее большинство
единиц белка теломеразы в клетке не способны
достраивать теломеры. Кроме того, многие из
альтернативных вариантов теломеразы ингибиру-
ют каталитическую активность полноразмерного
варианта – препятствуют удлинению теломер
[141–146]. В частности, ингибитором теломераз-
ной активности является наиболее представлен-
ный β-вариант [141–143].

Ингибирование полноразмерной теломеразы
ее альтернативными формами осуществляется по
множеству механизмов. β-вариант связывается с
матрицей TERC и поэтому конкурирует с полно-
размерной теломеразой за связывание с TERC
[141]. Однако, поскольку TERC в избытке синте-
зируется в большинстве клеток [102], многие авто-
ры предполагают, что такая конкуренция не долж-
на быть ограничивающим фактором [135, 137]. С
другой стороны, было высказано предположение о
том, что β-вариант может осуществлять ингибиро-
вание и по другому механизму [143]. Показано, что
теломераза осуществляет удлинение теломер, дей-
ствуя в виде димера. В белке теломеразы имеется
специальный домен для связывания с другим бел-
ком теломеразы. Этот домен присутствует в β-вари-
анте. По этой причине β-вариант может ингиби-
ровать активность полноразмерной теломеразы,
ассоциируясь с ней и конкурируя с другими еди-
ницами полноразмерной формы за ассоциацию
[143]. Известно еще несколько вариантов теломе-
разы, затрудняющих удлинение теломер, в их
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числе варианты α, INS3 и INS4, которые конку-
рируют с полноразмерной теломеразой за связы-
вание с теломерной ДНК, и γ-вариант, ингибиру-
ющий теломеразную активность по неизвестному
механизму [136, 144–146].

На поздних этапах эмбрионального развития
происходит сдвиг баланса в сторону большей пред-
ставленности неактивных ингибирующих форм те-
ломеразы. С этим сдвигом коррелирует начало уко-
рочения теломер в клетках [139]. Во взрослых
стволовых клетках небольшой доли теломеразы, с
учетом наличия ингибирующих форм, оказыва-
ется недостаточно для поддержания стабильной
длины теломер. Происходят постепенное укоро-
чение теломер в стволовых клетках и снижение
потенциала популяций стволовых клеток к само-
обновлению и к регенерации соматических тка-
ней [30, 33–35, 110], в частности происходит ис-
тощение потенциала НСК в мозге [31, 108].

Хотя только один вариант теломеразы – пол-
норазмерная форма – способна удлинять теломе-
ры, многие из альтернативных форм обладают,
как и полноразмерная теломераза, канцероген-
ным эффектом [49, 126, 141] (рис. 2). В частности,
вариант ∆4-13, как и полноразмерная теломераза,
стимулирует пролиферацию, а β-вариант подав-
ляет апоптоз [126, 141].

Регуляция сплайсинга теломеразы обладает
гомеостатичностью: попытка искусственно сдви-
нуть баланс в сторону полноразмерной формы
может вызвать компенсирующие сдвиги в сплай-
синге. Kim (2017) [143] обнаружил в культуре кле-
ток, что введение вектора, экспрессирующего
полноразмерную теломеразу (в введенном гене
теломеразы были удалены интроны) под контро-

лем доксициклинового промотора, приводит к
сдвигу в сплайсинге внутреннего гена теломеразы
в сторону ингибирующего β-варианта. В резуль-
тате введение вектора с геном полноразмерной
теломеразы привело не к повышению, а к сниже-
нию теломеразной активности [143]. Radan с со-
авт. (2014) [147] обнаружили, что искусственное
подавление сплайсинга, ведущего к образованию
вариантов β и α, вопреки ожиданиям, не повыша-
ет, а снижает теломеразную активность, что, как
предполагают авторы, может быть связано с ком-
пенсаторным усилением сплайсинга на других
участках теломеразной РНК [147].

4. НОВЫЙ ПОДХОД К УСИЛЕНИЮ 
ТЕЛОМЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ: 
УДАЛЕНИЕ ИНТРОНОВ ИЗ ГЕНА 

ТЕЛОМЕРАЗЫ
Описанные в предыдущих разделах аспекты

биологии теломеразы необходимо учитывать при
разработке подходов к искусственному усилению
теломеразной активности. В разделе 2.3 были
упомянуты работы по введению в организм до-
полнительного гена теломеразы с целью повыше-
ния теломеразной активности и удлинения тело-
мер. Во всех этих исследованиях привнесенный
ген теломеразы был лишен интронов и, как след-
ствие, образовывал только полноразмерную те-
ломеразу. Тем не менее даже в работе Tomas-Loba
с соавт., где привнесенный ген полноразмерной
теломеразы экспрессировался во всех эпители-
альных клетках, в них все равно происходило уко-
рочение теломер, хотя оно и существенно замед-
лилось по сравнению с контролем [39]. Вероятная
причина низкой эффективности этой стратегии

Рис. 2. Роль различных вариантов белка теломеразы (TERT) в удлинении теломер и канцерогенезе.

Ген теломеразы (TERT)
Экзон 1 Экзон 2 Экзон 16

Интрон 1 Интрон 2 Интрон 15

Альтернативный сплайсинг

Альтернативные укороченные варианты теломеразы Полноразмерная
теломераза�2, �2-8 и др. �4-13, D и др. � INS3, INS4 и др.

Канцерогенез Удлинение теломер

Активация Торможение
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была в том, что в геноме оставался также и дикий
ген теломеразы, экспрессия которого приводила к
образованию ингибирующих форм. Присутствие
этих форм теломеразы должно было снизить эф-
фективность работы привнесенной теломеразы,
особенно если предположить, что избыток полно-
размерной формы дал толчок к компенсаторному
сдвигу в сплайсинге дикого гена теломеразы, как
было показанов работе Kim [143]. Более того, есть
основания предполагать, что экспрессия привне-
сенного гена теломеразы могла усилить экспрессию
дикого гена теломеразы. Исследования функцио-
нальных связей гена теломеразы с другими гена-
ми показывают, что в регуляции активности гена
теломеразы имеется много петель с положитель-
ной обратной связью, когда ген, который активи-
руется теломеразой, в свою очередь напрямую и
через посредников повышает активность гена тело-
меразы. В частности, такие связи есть между геном
теломеразы и генами c-Myc1, β-catenin, NF-kB и
VEGF [50]. Таким образом, присутствие в геноме
экспериментальных животных дикого гена тело-
меразы может существенно снижать эффект от
работы привнесенного гена.

Задача по специальному подавлению альтер-
нативного сплайсинга теломеразы представляет-
ся трудновыполнимой в связи с большим числом
интронов в гене теломеразы и существованием
компенсаторной регуляции ее сплайсинга [143,
147]. Поэтому наиболее перспективной стратегией
представляется редактирование дикого гена тело-
меразы: замена в геноме животных дикой кодиру-
ющей последовательности, содержащей интро-
ны, на кодирующую последовательность с удален-
ными интронами. Это приведет к тому, что в
стволовых клетках будет синтезироваться только
полноразмерная теломераза, что при сохранении
обычного уровня экспрессии гена теломеразы при-
ведет к повышению эффективности удлинения те-
ломер. Сохранение умеренного уровня экспрессии
гена теломеразы означает сохранение низкого рис-
ка развития рака. Более того, следует принять во
внимание, что развитие рака является не след-
ствием теломеразной активности, а результатом
дополнительных функций теломеразы, которые
выполняются не только активной теломеразой,
но также и многими ее альтернативными сплайс-
вариантами. Поэтому следует ожидать, что
100%-ный сдвиг в сторону активной полнораз-
мерной теломеразы не приведет к существенному
повышению риска развития раковой опухоли.

Важно также принять во внимание, что эф-
фективная работа теломеразы не означает не-
контролируемое удлинение теломер. В эмбрио-
нальных стволовых, а также в раковых клетках,
где работа теломеразы эффективно удлиняет те-
ломеры, активируются специальные механиз-
мы, предотвращающие возникновение слишком
длинных теломер [148, 149]. Эти механизмы пока

не полностью изучены, но известно, что в них за-
действован белок TZAP1, который связывается с
теломерной ДНК, конкурируя за связывание с
белком комплекса shelterin TRF1 и TRF2 [150,
151]. Поэтому есть основания ожидать, что дости-
жение во взрослых стволовых клетках той же эф-
фективности удлинения теломер, которая имеет
место в эмбриональных стволовых и раковых
клетках, запустит те же самые стабилизирующие
механизмы и в результате во взрослых стволовых
клетках будет стабильно поддерживаться опти-
мальная длина теломер.

Несмотря на приведенные выше аргументы в
пользу предлагаемой стратегии, следует подчерк-
нуть, что речь идет о достаточно сильном вмеша-
тельстве в важные и тонкие молекулярно-генети-
ческие процессы, детальные механизмы которых
не полностью изучены. Поэтому только экспери-
менты могут показать реальную перспективность
или ошибочность данного подхода.

Таким образом, предлагаемая стратегия ген-
ной терапии старения мозга состоит в том, чтобы
вводить в организм генетические векторы, кото-
рые будут в НСК заменять исходный ген теломе-
разы на ген с удаленными интронами. Есть осно-
вания полагать, что это вмешательство суще-
ственно повысит эффективность удлинения
теломер и даже может привести к стабилизации
их длины, что существенно замедлит старение
мозга в связи с усилением нейрогенного потен-
циала.

5. СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ
ГЕННОЙ ИНЖЕНЕРИИ

Сформулированная задача соответствует со-
временному уровню генной инженерии. В этом
разделе не будет полного описания существую-
щих генно-инженерных методов. Вместо этого
мы обсудим подходы, которые могут быть приме-
нены для решения сформулированной задачи.

5.1. Типы и серотипы вирусных векторов
В исследованиях центральной нервной системы

методами генной инженерии широко используют-
ся генетические векторы на основе аденоассоции-
рованных вирусов, аденовирусов, HIV лентивируса
и MLV ретровируса. Использование аденоассо-
циированных векторов предпочтительно, по-
скольку они признаны наиболее безопасными в
получении и использовании, поскольку они вы-
зывают слабый иммунный ответ и с низкой ве-
роятностью интегрируются в геном [152–155].
Недостатком этих вирусов является низкая па-
кующая способность, но, как будет описано ни-
же, это не является большим препятствием для
их использования в целях редактирования генов
in vivo.
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Группа аденоассоциированных векторов вклю-
чает порядка 100 серотипов, но наиболее широко
применяются серотипы AAV2/1, AAV2/2, AAV2/4,
AAV2/5, AAV2/6, AAV2/8, AAV2/9 [152, 153]. Серо-
типы различаются по своей способности внед-
ряться в те или иные виды клеток. Одна из целей со-
здания новых серотипов состоит в том, чтобы обес-
печить попадание вируса в клетки того или иного
типа. К настоящему моменту уже созданы два серо-
типа аденоассоциированных вирусов, AAV r3.45 и
SCH9, которые с высокой специфичностью и эф-
фективностью заражают нервные стволовых клетки
в мозге [156–158]. Авторы, создавшие эти серотипы,
вводили их животным непосредственно в мозг, ин-
трацеребрально [157, 158]. Пока неизвестно, мо-
гут ли эти серотипы проникать через гематоэнце-
фалический барьер – и, соответственно, можно
ли их также использовать для внутривенного вве-
дения. Подчеркнем, что внутривенное введение
крайне желательно для возможности внедрения
нового вида генной терапии в клинику. С другой
стороны, существует серотип AAV2/9, который
проникает через гематоэнцефалический барьер и
с высокой эффективностью заражает клетки моз-
га после внутривенного введения [154]. К сожале-
нию, он эффективно заражает нейроны, астроци-
ты, но в меньшей степени нервные стволовые
клетки [154]. Тем не менее этот серотип тоже мо-
жет быть использован для редактирования гена
теломеразы в мозге – потому что астроциты в
мозге способны в некоторых условиях терять
дифференцированное состояние и приобретать
стволовость [78, 79]. Следовательно, можно допу-
стить, что редактирование гена теломеразы и
удлинение теломер в небольшом числе астроци-
тов приведут к формированию в мозге стволовой
популяции, происходящей из бывших астроци-
тов. В недавней работе Smith с соавт. (2018) [159]
удалось выделить серотип аденоассоциированно-
го вируса AAVHSC, который обладает рядом пре-
имуществ для выполнения сформулированной
задачи. Во-первых, векторы на основе этого серо-
типа проникают через гематоэнцефалический ба-
рьер и эффективно заражают клетки мозга после
внутривенной инъекции [159]. Во-вторых, авто-
рами продемонстрирован новый, простой в ис-
полнении (без помощи эндонуклеаз, см. ниже)
способ редактирования генома с помощью векто-
ра этого серотипа.

Следует отметить, что, хотя внутривенное вве-
дение вирусных векторов безусловно предпочти-
тельнее для клиники по сравнению с прямым
введением в мозг, его минусом является возмож-
ность побочного заражения различных клеток
вне мозга. Например, серотип AAV2/9, эффек-
тивно заражающий нейроны и астроциты в мозге,
также заражает широкий спектр клеток в различ-
ных органах [152]. Решение данной проблемы в
будущем будет определяться разработкой новых

высокоспецифичных серотипов вирусных векто-
ров, обеспечивающих специфичность заражения
НСК даже после внутривенного введения.

5.2. Методы редактирования генома
Наиболее часто применяемым механизмом ре-

дактирования генов является использование
сайт-специфичных эндонуклеаз [155]. Сайт-спе-
цифичные эндонуклеазы разрезают ДНК в опре-
деленном месте, которое они распознают с той
или иной степенью специфичности. Из четырех
применяемых сайт-специфичных эндонуклеаз –
мегануклеазы, ZFN, TALEN и CRISPR/Cas9 – по-
следняя является наиболее легкой в конструирова-
нии при высокой специфичности распознавания
сайта рестрикции, которая достигается благодаря
комплементарному спариванию ДНК целевого
сайта с направляющей РНК [155]. Фермент
CRISPR/Cas9, полученный из бактерии Strepto-
coccus pyogenes, чаще применяется, но размер его
гена слишком велик для встройки в аденоассоци-
ированный вирус [155]. Фермент CRISPR/Cas9,
полученный из бактерии Staphylococcus aureus, су-
щественно компактнее и помещается в аденоассо-
циированный вирус, в связи с чем он более пер-
спективен для редактирования генов in vivo [160].

После того как эндонуклеаза распознает нужный
сайт и разрезает молекулу ДНК, в ответ запускаются
эндогенные репарационные механизмы, которые
заново сшивают образовавшиеся концы. Однако
этот процесс может быть модифицирован, если в
клетке присутствует экстрахромосомная ДНК,
имеющая участки, комплементарные сайту раз-
рыва. В этом случае с некоторой вероятностью
репарация происходит вместе со встраиванием
этой ДНК. Экстрахромосомной ДНК может быть
ДНК аденоассоциированного вируса, несущая
генетическую последовательность, которую тре-
буется вставить в данный участок генома. После-
довательность, предназначенная для вставки в
сайт разрезания эндонуклеазой, в вирусе помеща-
ется между двумя участками, комплементарными
соответствующим участкам по обе стороны от раз-
рыва в геномной ДНК. Это обеспечивает компле-
ментарное спаривание ДНК вируса с геномной
ДНК по обе стороны от разрыва, а затем и встрой-
ку целевой последовательности в разрыв [155].

Описанная выше система позволяет эффек-
тивно редактировать гены как in vitro, так и in vivo.
Однако ее работа в клетке может иметь нежела-
тельные побочные следствия. Во-первых, с не-
которой вероятностью возможно образование
разрывов ДНК в незапланированных сайтах, с
неизвестными последствиями для жизнедеятель-
ности клетки. Во-вторых, разрыв ДНК с некоторой
вероятностью может завершаться не встройкой це-
левой ДНК, а репарацией с возникновением не-
больших вставок или делеций, что может нару-
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шать функцию того локуса, куда планируется
встройка [155].

Альтернативой является редактирование гена
без использования эндонуклеаз. Это может быть
осуществлено с использованием одной только
вирусной ДНК, имеющей частичную компле-
ментарность к определенному участку генома.
Эта ДНК должна иметь такую же структуру, как и
в методе с эндонуклеазами. Последовательность,
предназначенная для встройки в геном, в вирусе
помещается между двумя локусами, которые
комплементарны двум локусам в геноме. Если в
геноме эти локусы следуют сразу один за другим,
то результатом может быть встройка целевой по-
следовательности между ними. Если в геноме эти
локусы разделены участком, то результатом может
быть замена данного участка на целевую последо-
вательность [159, 161–163]. В недавней работе
Smith с соавт. (2018) [159] удалось применить эту
технологию с использованием AAVHSC серотипа
аденоассоциированного вируса, который без по-
мощи эндонуклеаз обеспечивает встройку целе-
вых фрагментов in vivo с беспрецедентной часто-
той и точностью. Преимущество данного метода,
по сравнению с эндонуклеазным, состоит в высо-
кой безопасности (крайне низкая вероятность
незапланированных изменений в геноме), а так-
же в простоте выполнения: генно-инженерная
система, которую необходимо доставить в клетку,
состоит из одного компонента – ДНК аденоассо-
циированного вируса AAVHSC со встроенной це-
левой последовательностью. Данный серотип эф-
фективен в отношении широкого спектра тканей и
органов (в том числе мозга), эффективен в отно-
шении как делящихся, так и неделящихся клеток.
Тем не менее следует иметь в виду, что данный
метод пока был применен только одной научной
группой, и его эффективность требует дальней-
шей проверки.

Таким образом, наиболее предпочтительным
методом для редактирования гена теломеразы в
нервных стволовых клетках in vivo, особенно с
учетом дальнейших перспектив использования в
клинике, по-видимому, является описанный вы-
ше альтернативный метод редактирования гено-
ма без использования эндонуклеаз [159].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Усиление нейрогенного потенциала взрослого

мозга – важнейшее направление исследований в
современной биологии и биомедицине. Посколь-
ку укорочение теломер признано одним из глав-
ных факторов, ограничивающих регенерацион-
ный потенциал организма в целом и мозга – в
частности, перспективной задачей представляет-
ся искусственное повышение теломеразной ак-
тивности in vivo. Попытки решить эту задачу через
повышение уровня экспрессии гена теломеразы

столкнулись с проблемой канцерогенеза. В то же
время существует иной путь повышения теломе-
разной активности – через отмену альтернативно-
го сплайсинга теломеразы. Этот подход в будущем
может позволить повышать теломеразную актив-
ность в нервных стволовых клетках мозга без по-
вышения риска возникновения рака. Развитие
данной стратегии в будущем может стать основой
для разработки нового направления в генной те-
рапии.
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Telomerase Gene Editing in the Neural Stem Cells in vivo
as a Possible New Therapy Against Brain Ageing

N. M. Nemirovich-Danchenkoa, * and M. Yu. Khodanovicha, **
aTomsk State University, Research Institute of Biology and Biophysics, Tomsk, 634050 Russia

*e-mail: nmn-d@mail.ru
**e-mail: khodanovich@mail.tsu.ru

Telomere shortening in neural stem cells is considered one of the main mechanisms of brain ageing. There-
fore, the search for the ways to lengthen telomeres in neural stem cells appears as a promising research direc-
tion in neuromedicine. The approaches based on increasing the expression of telomerase in stem cells, proved
ineffective due to higher risk of tumorigenesis which accompanies high levels of telomerase expression. There
is another, fundamentally different strategy to increase telomerase activity by excluding alternative splicing.
It has been shown that out of 22 splice variants of telomerase only one has telomerase activity, while the other
variants of this enzyme are capable of inhibiting it, and at the same time, they promote cancer. We suggest
editing the gene of telomerase in a way that increases the efficiency of telomere lengthening by excluding al-
ternative splicing. This mechanism of enhancing telomerase activity will maintain telomerase expression at
the safe level and will exclude a higher risk of carcinogenesis.

Keywords: neurogenesis, neural stem cells, aging, telomerase, alternative splicing, genetic engineering.
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