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Прогресс науки в значительной мере связан с возникновением новых технологий. Одной из таких
прорывных технологий, созданной в начале XXI века, являются различные варианты геномного ре-
дактирования, среди которых наиболее простой и эффективной является технология, основанная
на использовании коротких палиндромных повторов, регулярно расположенных группами (англ.
сокр. СRISPR). Другой важнейшей технологией стало получение индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток (ИПСК, англ. сокр. iPSC). Совместное использование этих двух технологий
существенно повысило возможности тонкого манипулирования с геномом для исследования моле-
кулярно-генетических основ различных патологий, поиска генов-мишений и в перспективе для
практического применения в терапевтическом воздействии на разнообразные тяжелые наслед-
ственные заболевания. Такой подход оказался чрезвычайно полезным для изучения нейропатоло-
гий человека, особенно с учетом того, что многочисленные терапевтические средства, которые ока-
зывают свою эффективность в моделях таких болезней у грызунов, не принесли пользы больным
людям. В настоящем обзоре суммированы основные результаты последних лет по генетическому и
эпигенетическому редактированию генома, полученные главным образом с использованием раз-
личных вариантов технологии CRISPR/Сas9 на моделях ИПСК и культивируемых соматических
клеток пациентов с такими тяжелыми нейродегенеративными заболеваниями как болезнь Альцгей-
мера, болезнь Паркинсона, болезнь Гентингтона и боковой амиотрофический склероз.
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вой амиотрофический склероз, болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, болезнь Гентингтона
DOI: 10.31857/S1027813321040051

Принятые сокращения: Aβ – бета-амилоид-
ный пептид; AICD – внутриклеточный домен
предшественника амилоида (amyloid precursor
protein intracellular domain); АМРА-рецептор –
рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изок-
сазолпропионовой кислоты; APP – предшествен-
ник бета-амилоида (amyloid precursor protein);
APOЕ – аполипопротеин Е; CRISPR/Сas9 – корот-
кие палиндромные повторы, регулярно располо-
женные группами/CRISPR-ассоциированный ген
9; ДА-нейроны – дофаминeргические нейроны;
dCas9 – деактивированный Cas9; DSB – двухце-
почечный разрыв (double-strand break); GMF –
фактор созревания глии (glia maturation factor);
GSAP – белок, активирующий γ-секретазу (γ-
secretase activating protein); HDR – гомологически
направленная репарация (homology directed repair);
NHEJ – негомологичное соединение концов
(non-homologous end joining); NFT – нейрофибрил-
лярные клубки (neurofibrillary tangles); PSEN – пре-
сенилин (presenilin); TREM2 – триггерный ген ре-

цептора, экспрессируемый на миелоидных клет-
ках 2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 2);
БАС - боковой амиотрофический склероз; БП –
болезнь Паркинсона; БА – болезнь Альцгеймера;
БГ – болезнь Гантингтона; ДПП – дипептидные
повторы; ИПСК – индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки; ЭР – эндоплазмати-
ческий ретикулум; Tau – тубулин-ассоциирован-
ная единица (tubulin-associated unit); MAPT – ген
белка Тау, ассоциированный с микротрубочками
(microtubule associated protein tau); ЭСК – эмбри-
ональные стволовые клетки.

ВВЕДЕНИЕ
Нейродегенеративные заболевания – наслед-

ственные или приобретенные заболевания нервной
системы, сопровождающиеся прогрессирующей
гибелью определенных популяций нейронов в цен-
тральной нервной системе. К числу таких заболева-
ний относят болезни Альцгеймера, Паркинсона,
Хантингтона, боковой амиотрофический склероз и
ряд других более редких нейропатологий. Разные
нейродегенеративные заболевания определяются
многими общими фундаментальными процессами,
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такими как протеотоксический стресс и сопутству-
ющие ему нарушения в убиквитин-протеасомной и
аутофагосомной/лизосомальной системах, окисли-
тельный стресс, митофагия, апоптоз и нейровоспа-
ление. Патофизиологию и молекулярную основу
этих заболеваний исследуют уже много десятилетий
с использованием разных подходов, однако пони-
мание тонких механизмов этих патологий пока
остается малоизученным [1]. Основная сложность
таких исследований заключалась в том, что изуче-
ние образцов мозга пациентов с нейродегенератив-
ными заболеваниями были возможны только post
mortem, но эти исследования ограничены редкостью
таких образцов, этическими проблемами, а также
потерей наиболее уязвимых нейронов и ограничен-
ным временным окном для их изучения.

Успеху способствовало создание технологии ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток
(ИПСК), которая позволила получать в большом
количестве нейрональные предшественники и зре-
лые нейроны человека, а также разные типы гли-
альных клеток от пациентов с различными нейро-
патологиями. Другой качественно новый этап в ис-
следованиях нейродегенеративных заболеваний
связан с разработкой подхода функциональной ге-
номики на основе технологии CRISPR/Cas9 [2]. По
сравнению с другими методами редактирования ге-
нома, система CRISPR/Cas9 проста, эффективна и
более специфична. CRISPR/Cas9-направленное
редактирование генов становится перспективным
инструментом для нарушения экспрессии генов,
вызывающих заболевания, или редактирования па-
тогенных мутаций без изменения имеющегося ге-
нетического фона. Генетическое редактирование в
ИПСК и дифференцированных из них нейрональ-
ных клетках с помощью CRISPR/Cas9 стали крити-
ческим подходом к изучению молекулярных меха-
низмов патологий нервной системы и обнаруже-
нию терапевтических мишеней для лечения
неврологических заболеваний [3, 4] (рис. 1). Обо
всем этом и пойдет речь в настоящем обзоре.

Технология CRISPR/Cas9 основана на ис-
пользовании направляющей РНК (гидРНК), ко-
торая содержит область гомологии с геном-ми-
шенью, и эндонуклеазы Cas9. Комплекс рибону-
клеопротеинов гидРНК:Cas9 присоединяется к
комплементарному участку ДНК-мишени. После
этого Cas9 осуществляет в мишени двухцепочечные
разрывы, которые восстанавливаются с помощью
негомологичного соединения концов (NHEJ) или
гомологически направленной репарации (HDR).

Далее на конкретных примерах рассмотрим,
как эта технология в сочетании с технологией по-
лучения ИПСК продвинула наше понимание
природы основных нейродегенеративных заболе-
ваний человека.

БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА

Болезнь Паркинсона (БП) – распространенное
прогрессирующее нейродегенеративное заболева-

ние, характеризующееся преимущественной гибе-
лью дофаминергических нейронов (ДА-нейронов)
в центральной нервной системе. Это заболевание
ассоциировано с возрастом и является одной из
значимых причин инвалидизации пожилых лиц в
современном обществе [5]. Его частота колеблет-
ся от 60 до 140 человек на 100 тысяч населения,
при этом число больных значительно увеличива-
ется среди представителей старшей возрастной
группы [6].

От 10 до 15% случаев БП представлены семей-
ными формами заболевания, связанными с мута-
циями в генах [7, 8]. На сегодняшний день выявлен
ряд таких генов (SNCA, PARK2, LRRK2, PINK1, GBA,
DJ1, UCHL1, ATP13A2), вовлеченных в патогенез
семейной формы БП [9–11]. Семейные формы
БП могут иметь аутосомно-доминантный или
аутосомно-рецессивный тип наследования [12].
Мутации в генах SNCA, LRRK2 и UCHL1 вызывают
БП с аутосомно-доминантной формой наследо-
вания. Аутосомно-рецессивные формы заболева-
ния развиваются при наличии мутаций в генах
PINK1, DJ-1, PАRK2. Наиболее часто к развитию
заболевания приводят мутации в генах LRRK2,
PАRK2 и SNCA (рис. 2).

Редактирование генома позволяет исправить
разнообразные мутации в этих генах, что имеет
как теоретическое значение, так и сугубо при-
кладное, в свете использования данного подхода
в клеточной терапии нейродегенеративных забо-
леваний. Кроме того, внесение строго определен-
ных изменений в отдельные участки “нормальных”
генов позволяет исследовать функции этих генов
и их белковых продуктов.

Так, исправление в ИПСК с помощью техно-
логии “цинк-пальцевых” нуклеаз наиболее часто
встречающейся и значимой для развития БП му-
тации (rs34637584 G > A) в гене LRRK2 (кодирует
белок дардарин, обладающий протеинкиназной
активностью), позволило установить, что повре-
ждение митохондриальной ДНК является одним
из ранних признаков нейрональной дисфункции
и в сочетании с нарушенной аутофагией играет
важную роль в развитии данной патологии [13].

Интересные данные были получены группой
Reinhardt с соавт. [14]. С использованием техно-
логии “цинк-пальцевых” нуклеаз в двух линиях
ИПСК от пациентов с БП, несущих точковую му-
тацию G2019S в гене LRRK2, была проведена кор-
рекция этой мутации. Кроме того, в контрольной
линии ИПСК, полученной от здорового донора,
было произведено внедрение мутации G2019S.
Дальнейший анализ показал, что длина нейритов
в клетках генетически исправленной мутантной
линии ИПСК была сходной с таковой в контроле
и намного превышала длину нейритов в мутант-
ных линиях. Кроме того, во всех линиях, содер-
жащих мутации G2019S, но не в контрольных ли-
ниях, была повышена экспрессия α-синуклеина
и тау-белка, ассоциированного с микротрубочками.
Таким образом, авторам удалось в значительной



300

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 4  2021

ГРИВЕННИКОВ, ТАРАНТУЛ

степени обратить патологические фенотипы, ассо-
циированные с мутацией G2019S в гене LRRK2.

В последние годы для геномного редактирова-
ния все большее распространение получает нук-
леазная система CRISPR/Cas9 [2]. Qing с соавт.
[15] с помощью этой технологии осуществили
введение мутации G2019S в ген LRRK2 в ИПСК
человека. При последующей дифференцировке
мутантных ИПСК в дофаминергические нейроны
(ДА-нейроны) у них происходило существенное
снижение ветвления отростков, а также значи-
тельное уменьшение их длины по сравнению с
линиями контрольных клеток. Известно, что данная
мутация приводит к увеличению киназной актив-
ности белкового продукта дардарина. Обработка
таких клеток ингибитором киназы дардарина

приводила к восстановлению нормального фено-
типа ДА-нейронов. В итоге проведенной работы
авторы показали возможность использования ге-
нетического редактирования для эффективного и
стандартизованного создания мутантных линий
ИПСК для моделирования БП.

С помощью системы CRISPR/Cas9 также была
осуществлена коррекция мутации G2019S в гене
LRRK2 в ИПСК человека, полученных из фиб-
робластов кожи пациента с диагностированной
формой БП [16]. Было показано, что в различ-
ных клонах нейрональных предшественников,
дифференцированных из ИПСК после геномно-
го редактирования, наблюдалась тетраплоидия
92 XXYY/46,XY (24–43% клеток в разных кло-
нах). Кроме того, были обнаружены одиночные

Рис. 1. Общая схема совместного использования ИПСК и системы CRISPR/Cas9 для редактирования генов.
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транслокации и разрывы хромосом. Полученные
данные свидетельствуют о необходимости тща-
тельного морфологического анализа получаемых
культур клеток и разработки улучшенных мето-
дов геномного редактирования, обеспечивающих
стабильность генома в таких клетках.

Известно, что приматы являются наиболее
близкими к человеку млекопитающими по своим
физиологическим свойствам. Поэтому использо-
вание их в качестве моделей различных тяжелых
заболеваний человека является перспективной
задачей. Vermilyea с соавт. [17] использовали эм-
бриональные стволовые клетки (ЭСК) и ИПСК
от обыкновенной мартышки для моделирования
молекулярных и клеточных механизмов патоге-
неза БП. С помощью технологии CRISPR/Cas9
авторы ввели в клетки ген LRRK2 с мутацией
G2019S, а также укороченный вариант этого гена.
Также, как и в клетках человека, введение му-
тантного гена приводило к увеличению киназной
активности дардарина. После дифференцировки
трансфицированных мутантных клеток в нейро-
нальном направлении в них было обнаружено
увеличение уровня активных форм кислорода,

снижение выживаемости ДА-нейронов и умень-
шение длины и ветвления нейритов у этих клеток.
Причем в клетках с введенным укороченным ге-
ном таких фенотипических изменений не проис-
ходило. Полученные результаты свидетельствуют
о перспективности использования соответствую-
щих клеток приматов для создания моделей БП.

Система CRISPR/Cas9 была использована
также для поиска генов, осуществляющих физио-
логическую регуляцию гена PARK2, который ко-
дирует белок паркин, обладающий Е3-убикви-
тин-лигазной активностью. Мутации в этом гене
ведут к нарушению функций данного фермента,
что сопровождается накоплением аномальных
белковых субстратов в клетке, индукцией апопто-
за и гибелью нейронов [18]. Широкомасштабный
геномный нокаут, проведенный с помощью тех-
нологии CRISPR/Cas9 в клетках, экспрессирую-
щих трансген GFP-PARK2, позволил идентифи-
цировать 53 регулятора экспрессии этого гена,
включая ген-репрессор THAP11 [19].

Ген SNCA (PARK1) кодирует α-синуклеин –
белок, который является основным компонентом
так называемых телец Леви. Нарушение синтеза
или процессинга данного белка, вследствие соот-
ветствующих мутаций, является центральным
звеном молекулярного патогенетического каска-
да, ведущего к накоплению в клетке нераствори-
мых белковых комплексов и прогрессирующей
гибели нейронов при БП [12]. Arias-Fuenzalida с
сотр. [20] разработали эффективный метод точного
введения мутаций в интересующий ген и быст-
рый отбор соответствующих клонов, с примене-
нием комбинации CRISPR/Cas9 системы и FACS
анализа. С помощью этого метода в ген SNCA
ИПСК от здорового человека были введены А30Р
и А53Т мутации, ответственные за развитие
симптомов БП. Анализ дифференцированных в
нейрональном направлении мутантных клеток
выявил у них нарушения в клеточном дыхании и
синтезе АТФ. Разработанный метод, по мнению
авторов, позволит в дальнейшем перейти к авто-
матизации процесса редактирования генома с
быстрой оценкой фенотипа получаемых клеток.

С использованием технологии CRISPR/Cas9
Chen с соавт. [21] делетировали ген SNCA в ЭСК
человека и получили соответствующие гетеро и
гомозиготные (SNCA+/− and SNCA−/−) линии
клеток. Затем эти клетки дифференцировали в
ДА-нейроны и индуцировали в них процесс си-
нуклеинопатии добавлением экзогенно сформи-
рованных фибрилл α-синуклеина. Авторы пока-
зали, что SNCA+/− и SNCA−/− нейроны были
более устойчивы к образованию патологических
агрегатов по сравнению с исходными нейронами.
Таким образом, частичное или полное удаление
аллелей гена SNCA отражает степень устойчиво-
сти клеток к патологии, связанной с формирова-
нием телец Леви.

Технология CRISPR/Cas9 была использована
также для изучения нейровоспалительных путей,

Рис. 2. Схематическое представление участия про-
дуктов мутантных генов LRRK2, PАRK2 и SNCA в де-
генерации ДА-нейронов при БП.
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вовлеченных в патогенез БП, в частности, сиг-
нального пути протеинкиназы Cδ (PKCδ). Подав-
ление в ДА-нейронах экспрессии гена, кодирую-
щего PKCδ, сильно снижало индуцируемый эн-
досульфаном апоптоз в этих клетках [22].

В последние годы появилась определенная
надежда на новые терапевтические стратегии,
направленные на эпигенетические изменения в
геноме клеток человека. Так, известно, что по-
вышенные уровни SNCA, связанные с триплика-
цией гена, вовлечены в патогенез БП. В то же время
для поддержания функции нейронов необходим
нормальный физиологический уровень SNCA. По-
скольку метилирование ДНК в 1-ом интроне гена
SNCA регулирует транскрипцию этого гена, для
точной регуляции уровней его экспрессии была
использована система, которая основана на
CRISPR-деактивированном Cas9 (dCas9) слитым
с каталитическим доменом ДНК-метилтрансфе-
разы 3A (DNMT3A) [23]. С помощью такого под-
хода в нейронах, с трипликацией SNCA, получен-
ных из ИПСК пациента с БП, было осуществлено
направленное метилирование ДНК в 1-ом интроне
гена SNCA. Это вызывало снижение транскрип-
ции мРНК и уровня синтеза белка α-синуклеина
в нейронах. В итоге происходило ревертирование
патологических свойств фенотипа ДА-нейронов
к норме. Полученные результаты позволяют
предположить, что технология CRISPR-dCas9-
DNMT3A имеет определенный потенциал для ле-
чения БП в качестве нового терапевтического
подхода на основе эпигенетики. Модификации
гистонов, такие как H3K4me3 и H3K27ac, спо-
собны увеличивать транскрипцию гена SNCA,
внося таким образом вклад в патогенез БП. Guha-
thakurta c сотр. [24], используя уникальную систе-
му, основанную на технологии CRISPR/dCas9
(CRISPR/dCas9 SunTag-JARID1A), существен-
ным образом снизили уровень H3K4me3 в районе
промотора гена SNCA, что привело к снижению
уровня экспрессии этого гена как в линии клеток
SH-SY5Y, так и в ДА-нейронах, дифференцирован-
ных из ИПСК, полученных от пациентов с БП.

Следует отметить, что при исследовании пато-
генеза БП с использованием ИПСК человека и
технологии CRISPR/Cas9 особое внимание надо
обратить на создании моделей таких как 3D куль-
туры (органоиды), а также моделей, включающих
совместное культивирование нейронов, клеток
глиального ряда и микроглии [25].

БОЛЕЗНЬ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Болезнь Альцгеймера (БА) – прогрессирую-
щее нейродегенеративное заболевание, обычно
поражающее взрослых людей, которое является
наиболее распространенной причиной деменции
и в конечном итоге приводящая к смерти. В насто-
ящее время около 40 млн людей в мире подвержены
этому заболеванию [26]. БА характеризуется об-
ширной потерей холинергических нейронов и на-

коплением в головном мозге внутриклеточных
нейрофибриллярных клубков, состоящих из ги-
перфосфорилированного Тау-белка, и внекле-
точных амилоидных бляшек, содержащих бета-
амилоидный пептид (Aβ). Хотя и Аβ, и Тау могут
проявлять токсичность независимо друг от друга,
между ними существует тесная взаимосвязь: на-
копление Аβ может индуцировать гиперфосфо-
рилирование Тау. На протяжении длительного
времени проводятся многочисленные исследова-
ния этой патологии, однако патофизиология и
молекулярные механизмы развития БА до сих пор
остаются предметом споров. Существует множество
предположений относительно основной причины
БА. В 1970-х годах, когда был продемонстрирован
холинергический дефицит в мозге пациентов с
БА, опосредованный дефицитом фермента холи-
нацетилтрансферазы, возникла “холинергическая
гипотеза” [27]. Продолжает существовать так на-
зываемая “пресенилиновая гипотеза”, согласно
которой потеря нормальной функции мутантным
геном PSEN1 (входит в комплекс фермента γ-сек-
ретазы) вызывает БА через доминирующее нега-
тивное влияние на аллель дикого типа [28].
Структурные и функциональные различия мито-
хондрий у больных БА привели к “гипотезе мито-
хондриального каскада” БА [29]. Однако преоб-
ладающая на сегодняшний день точка зрения о
причине этого заболевания заключается в накоп-
лении Aβ и называется “гипотеза амилоидного
каскада” [30, 31]. Схема функционирования этого
каскада изображена на рис. 3.

К настоящему времени у пациентов с семейной
формой БА описано более 300 вариантов мутаций в
генах, кодирующих белок-предшественник аполи-
попротеина (APP), пресенилин 1 (PSEN1) и пре-
сенилин 2 (PSEN2) (https://www.alzforum.org/mu-
tations). Кроме этого, в спонтанных формах БА
идентифицировано более 30 генетических локусов,
мутации в которых ассоциированы с БА через пути,
участвующие в продукции бета-амилоида (Аβ), и
его клиренса [32]. При этом многочисленные до-
полнительные гены риска в спонтанных формах
экспрессируются преимущественно в ненейро-
нальных клетках головного мозга [4]. Эти новые
данные начинают смещать фокус исследований
БА в сторону лучшего понимания роли и функ-
ций ненейрональных клеток во время нейродеге-
нерации.

Чтобы разобраться с причинно-следственной
взаимосвязью между мутациями и заболеванием,
было использовано редактирование генов с по-
мощью системы CRISPR/Cas9. Такой подход да-
ет теперь возможность устанавливать, какие из
ранее известных и вновь идентифицированных
мутаций действительно непосредственно ответ-
ственны за фенотипы БА [33].

Давно известны доминантные мутации либо в
субстрате (APP), либо в протеазе (PSEN), кото-
рые ассоциированы с раннем началом БА [34, 35].
Большинство из них усиливают синтез β-амило-
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идного пептида, состоящего из 42 аминокислот
(Aβ42), основного компонента сенильных бля-
шек. Дисбаланс между продукцией и клиренсом
патогенного Аβ42 является очень ранним, часто
инициирующим фактором БА [36].

Для изучения роли этих мутаций в развитии
БА было применено геномное редактирование.
Например, с помощью системы CRISPR/Cas9
осуществляли коррекцию доминантной мутации
N141I в гене PSEN2, используя для этого в каче-
стве модели базальные холинергические нейроны
человека, полученные из ИПСК и несущие эту
точечную мутацию [37]. Коррекция этой мутации
в гене PSEN2 приводила к устранению электро-
физиологического дефицита в клетках и умень-
шала в них соотношение Aβ42/40. Полученные
данные подтверждают существование тесной вза-
имосвязи между мутацией N141I в гене PSEN2 и
увеличением соотношении Aβ42/40, а также на-
рушением электрофизиологии нейронов у паци-
ентов с БА.

Система CRISPR/Cas9 была также использо-
вана в фибробластах пациента с семейной фор-
мой БА, содержащих мутацию APPswe [38]. Селек-
тивное нарушение экспрессии мутантного аллеля
вызывало снижение в клетках секретируемого Аβ
на 60%. Авторы предполагают, что использован-
ный подход в перспективе может быть применен
в терапевтических целях.

Для подавления патогенного амилоидогенного
пути в нейронах, полученных из ИПСК от пациен-
та с семейной формой БА, несущего мутацию
V717I в APP, с помощью системы CRISPR/Cas9 ре-
дактировали ген АРР на крайнем С-конце [39].
Были подобраны условия, при которых в клетках
ослаблялись как расщепление АРР до APP-β, так
и продукция Aβ (амилоидогенный путь). Одновре-
менно повышалась нейропротекторное расщепле-
ние АРР с образованием APP-α (неамилоидогенный
путь). При этом N-концевые и компенсаторные го-
мологи APP оставались нетронутыми, без види-
мого влияния на нейрофизиологию in vitro.

Недавно описан интересный вариант терапии
in vitro с помощью модифицированной системы
CRISPR/Cas9. Ранее в скандинавской популяции
была обнаружена исландская мутация APP (A673T).
У людей, несущих эту мутацию, почти не наблю-
дается накопления пептидов Аβ в мозге до глубокой
старости. Основываясь на этих данных, мутацию
A673T ввели в ген APP клеток HEK293T, рядом с
уже содержавшейся в этом гене патогенной мута-
ции E674K [40]. В результате этой процедуры в
клетках происходило снижение синтеза патоген-
ных пептидов Аβ. Таким образом, можно через
введение дополнительной мутации останавли-
вать патологические процессы, ведущие к БА.

В случаях, когда обнаруживаемая у пациентов
с БА мутация является новой и нет возможности
в получении семейного анамнеза и клинических
образцов для исследований сегрегации мутаций,
сложно приписать клинические проявления БА
наличию этой мутации. Недавно описан один из
подходов для решения этой задачи применитель-
но к генам PSEN1 и PSEN2. С помощью
CRISPR/Cas9 был осуществлен двойной нокаут
генов PSEN1 и PSEN2 в клетках нейробластомы
мыши N2A, что приводило к полному исчезнове-
нию в них Аβ40 и Аβ42 [41]. Трансфекция в эти
клетки экзогенного дикого типа гена PSEN1 или
PSEN2, обеспечивала полное восстановление
продукции Aβ40 и Aβ42 до уровней дикого типа. На
этой модели было также протестировано несколько
известных и новых мутаций в гене PSEN1 с неопре-
деленной патогенностью и влиянием на функ-
цию γ-секретазы. Все они показали увеличение
соотношения Aß42/Aß40, а также влияние на ста-
бильность γ-секретазы.

Поскольку β-секретаза необходима для произ-
водства пептидов Aβ, нацеливание на кодирующий
ее ген BACE1 является потенциальной стратегией
лечения БА. Благодаря использованию наноком-
плекса, состоящего из гидРНК, Cas9 и амфифиль-
ного пептида R7L10, Park с соавт. [42] удалось пода-
вить экспрессию этого гена, что привело к инги-
бированию Aβ-ассоциированной патологии в
моделях БА, созданных на мышах.

Другой потенциальной мишенью для генной
терапии при БА является внутримембранный
комплекс, содержащий γ-секретазу и белок, акти-
вирующий γ-секретазу (GSAP). Нокаут гена GSAP c

Рис. 3. Схема функционирования амилоидного кас-
када. Предшественник бета-амилоида (АРР) разреза-
ется ферментами α-секретазой (неамилоидогенный
путь) или β-секретазой (амилоидогенный путь) с обра-
зованием секретируемых форм пептида С83 (sAPPα) и
С99 (sAPPβ) соответственно. Затем трансмембран-
ный фрагмент С99 разрезается γ-секретазой (включа-
ет субъединицу PSEN) с образованием β-амилоид-
ных пептидов (Аβ), состоящих из 39–43 аминокис-
лот. Секреция длинных Аβ (особенно Aβ42)
ассоциирована с различными нарушениями в нерв-
ной системе, приводящими к БА.
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помощью системы CRISPR/Cas9 в клетках HEK293,
которые экспрессируют АPP, снижал активность
γ-секретазы и, следовательно, генерацию Аβ. При
этом прекращение экспрессии гена GSAP приво-
дило к изменению конформации белка PSEN1 и
снижению секреции Aβ. Полученные результаты
открывают еще один путь к изучению модуляции
γ-секретазы и, в конечном итоге, к совершенство-
ванию терапевтических средств при БА [43].

Одним из подходов к изучению причин БА яв-
ляется раскрытие роли патологического белка
Тау в прогрессировании заболевания. Этот белок
кодируется геном MAPT, им обогащены аксоны
развивающихся и зрелых нейронов. На важность
гиперфосфорилирования Тау в развитии БА ука-
зывают клинические исследованиями, устано-
вившие тесную корреляцию между развитием БА с
Тау-положительными нейрофибриллярными клуб-
ками (neurofibrillary tangles) (NFTs) [44]. Недавно
с целью установления генетических модуляторов
множественных морфологических и функцио-
нальных клеточных фенотипов, связанных с БА,
на клеточной модели Тау-патологии был прове-
ден широкомасштабный скрининг с помощью
автоматизированной системы CRISPR/Cas9 в со-
четании с мультиплексными гидРНК [45]. В ре-
зультате было получено несколько интересных
результатов. В частности, была обнаружена силь-
ная связь между лизосомами и агрегацией Тау.
Установлено также, что агрегацию Тау модулиру-
ет сеть генов, включая регуляторный путь NF-kB
и комплекс LKB1, которые участвует в регуляции
иммунного ответа.

Считается, что основными факторами риска
позднего начала БА является наличие аллели E4
(R112/R158) в гене аполипопротеина (APOЕ4)
[46]. При этом аллель E3 (C112/R158) гена APOЕ
не оказывала негативных эффектов. Нейроны че-
ловека, полученные из ИПСК, экспрессирующих
белок APOE4, характеризуются более высоким
уровнем фосфорилирования белка Тау и повы-
шенной дегенерацией ГАМК-ергических нейро-
нов. APOЕ4 связывается с Аβ и вместе c ним обра-
зует сенильные бляшки. С помощью двух подходов
осуществляли замещение в геноме ИПСК чело-
века аллеля APOЕ4 на аллель APOE3. Комоr и соавт.
[47] использовали для этой цели редактирование
пар оснований с помощью системы, состоящей из
CRISPR/Cas9 и фермента цитидиндезаминазы,
способного осуществлять прямое превращение
цитидина в уридин, тем самым осуществляя замену
C → T (или G → A). Ванг с соавт. [48] проводили
редактирования путем замены в аллеле APOЕ4
фрагмента ДНК, кодирующего аминокислотные
остатки 112-158, на подобный фрагмент из аллеля
APOЕ3. Применение обоих подходов приводило к
реверсии фенотипов нейронов к норме, что ука-
зывает на специфические патогенные эффекты
APOЕ4. Полученные результаты позволили авто-
рам заключить, что коррекция патогенной кон-
формации APOЕ4 может стать терапевтическим
подходом для лечения APOЕ4-связанной БА.

Lin с соавт. [49] использовали CRISPR/Cas9
для получения из клеточной линии с APOЕ3 изо-
генных гомозиготных ИПСК с аллелем APOЕ4.
Из этих клеток были сформированы нейроны,
астрациты и микроглия-подобные клетки. Пере-
ключение с APOE3 на APOE4 резко изменило
транскриптомы как нейронов, так и глии. В ней-
ронах, содержащих аллель APOE4, происходило
нарушение метаболических путей, связанных с
формированием синапсов. Кокультивирование
модифицированных микроглия-подобных клеток с
органоидами, полученными из нервных клеток,
несущих дупликацию гена APP, показало, что
APOE4 отрицательно влияет на некоторые аспек-
ты функции микроглии, которые потенциально
препятствуют способности микроглии очищать
внеклеточный Аβ из мозга БА.

Геномное редактирование было использовано
для изучения еще одного фактора риска споради-
ческой БА – белка FERMT2. Мутагенез в гене,
кодирующем этот белок, проведенный с помо-
щью системы CRISPR/Cas9 в нейронах и астро-
цитах человека, показал, что уменьшение экс-
прессии этого гена в изученных клетках снижает
секрецию Аβ и фосфорилирование Тау, т.е. спо-
собствует реверсии к нормальному фенотипу [50].

Известно, что дефекты эндосомальной сети
являются еще одним из ранних событий в патоге-
незе БА [51]. Среди генов, которые могут влиять
на развитие этой патологии, является ген SORL1
[52]. Недавно Кнупп с соавт. [53], используя си-
стему СRISPR/Cas9 показали, что при удалении
гена SORL1 в нейронах, полученных из ИПСК,
происходит изменение трафика и процессинга APP
в эндосомальной сети. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что цитопатологию при БА обеспе-
чивают не только расщепление АРР, но и транс-
порт этого белка.

В связи с важной ролью хронического нейро-
воспаления в патогенезе БА внимание было об-
ращено также на провоспалительный фактор со-
зревания глии (GMF), содержание которого зна-
чительно повышается в различных частях мозга
при БА. Редактирование гена GMF в иммортали-
зованных микроглиальных клетках с помощью
CRISPR/Cas9 вызывало ингибирование воспали-
тельного сигнального пути, что связано с подав-
лением фосфорилирования р38 MAPK, которая
обычно повышается у пациентов с БА [54]. Авторы
полагают, что такое редактирование может стать
новой терапевтической стратегией при БА.

С генетикой и нейропатологией позднего на-
чала БА тесно связана микроглия, которая в каче-
стве первичной иммунной клетки мозга выпол-
няет ключевые функции макрофагов, такие как
фагоцитоз остатков мертвых клеток и белковых
агрегатов, сигнализация цитокинов/хемокинов, а
также иммунный надзор и ответ [55]. Она обеспе-
чивает трофическую поддержку нейронов, сти-
мулирование дифференцировки олигодендроци-
тов и модуляции синаптической активности и
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пластичности. Среди специфичных локусов риска
БА в микроглии обнаружены варианты триггер-
ного гена рецептора, экспрессируемого на миело-
идных клетках 2 (TREM2), которые вызывают та-
кое же увеличение риска, как и аллель APOE ε4.
Мутации, обнаруженные в этом гене, обычно при-
водят к частичной или полной потере его функции.
Для выяснения механизмов действия таких мута-
ций были использованы изогенные линии клеток
глии, полученные их ИПСК, в которых с помо-
щью системы CRISPR/Cas9 ген TREM2 был пол-
ностью инактивирован [56]. У генетически моди-
фицированных клеток снижалась выживаемость,
ухудшался фагоцитоз ключевых субстратов, вклю-
чая APOE, подавлялся SDF-1α/CXCR4-опосре-
дованный хемотаксис и сильно повышалась чув-
ствительность к вызываемой стрессом гибели
клеток. Все это в модельной системе БА (транс-
генных мыши) приводило к нарушению класте-
ризации клеток глии вокруг амилоидных бляшек
и ухудшало их миграцию к культурам, продуциру-
ющим βА. Полученные результаты раскрывают
новые аспекты биологии ТРЕМ2 человека и важ-
ной роли глии в развитии и прогрессировании
БА. В настоящее время преобладающая терапев-
тическая стратегия в лечении БА основана на вос-
становлении холинергической функции за счет
использования соединений, которые блокируют
ферменты, расщепляющие ацетилхолин [57]. Од-
нако такой подход пока мало эффективен.

Приведенные выше примеры позволяют за-
ключить, что совместное использование системы
CRISPR/Cas9 и технологии ИПСК существенно
продвинуло исследователей к пониманию меха-
низмов возникновения и развития БА и указало
на новые пути поиска подходов для лечения этого
заболевания. Результаты, полученные в последние
годы с помощью редактирования генов, связанных
с амилоидогенным путем, позволяют ожидать се-
рьезных изменений в стратегиях лечения БА.

БОКОВОЙ АМИОТРОФИЧЕСКИЙ СКЛЕРОЗ

Боковой амиотрофический склероз (БАС) явля-
ется смертельно опасным нейродегенеративным
заболеванием человека. БАС ассоциируется с про-
грессирующей потерей двигательных нейронов
головного и спинного мозга, приводящей к мы-
шечной слабости, параличу и в конечном итоге к
смерти. Средняя выживаемость пациентов с БАС
составляет 2–5 лет после его диагностирования.

Исследователи пока не пришли к согласию от-
носительно патофизиологии этого заболевания.
Одни из них склонны считать правильной гипо-
тезу, которая подразумевает, что истоки дегене-
рации нейронов лежат в мышечных клетках или
нейромышечных синапсах. При этом дегенера-
ция двигательных нейронов начинается с нерв-
ных окончаний и прогрессирует к клеточным те-
лам в спинном мозге. Другая гипотеза предполагает,
что первичное повреждение происходит в корти-

кальных моторных нейронах и впоследствии рас-
пространяется антероградным образом на корти-
коспинальные проекции [58]. Это заболевание
связано с различными генетическими изменени-
ями. В 5–10% случаев БАС наследуются по зако-
нам Менделя. К настоящему времени открыто
около трех десятков генов и локусов, существенно
влияющих на вероятность возникновения данно-
го заболевания (рис. 4). Большая часть из них свя-
зана с миссенс мутациями в таких генах как FUS,
SOD1 и TARDBP или экспансией повторов в генах
C9orf72 и ATXN2. Эти мутации составляют до 60%
семейных и 10% спорадических форм БАС; при-
чина остальных случаев остается неясной.

Тонкие молекулярно-генетические механиз-
мы, приводящие к БАС, долгое время оставались
малоизученными пока на помощь не пришла си-
стема редактирования генов CRISPR/Cas9 [60].
Далее будут приведены примеры использования
этой системы для изучения роли различных мута-
ций в патогенезе БАС.

Одним из признаков БАС, характерным для
более 97% пациентов, является наличие убикви-
тинированных цитоплазматических включений,
состоящих в основном из Tar-DNА-связывающе-
го белка 43 кДа (TDP-43) [61]. Недавно установ-
лено участие TDP-43 в ответе на повреждение
ДНК как ключевого компонента негомологично-
го соединения концов (NHEJ) при репарации
двухцепочечных разрывов ДНК (DSBs) в постми-
тотических нейронах. С помощью кондиционно-
го нокаута гена TARDBP, кодирующего TDP-43,
по индуцибельной технологии CRISPR/Cas9 в
нейрональной линии клеток человека было пока-
зано, что истощение TDP-43 коррелирует с на-
коплением DSB, устойчивой активацией ответа
на повреждение ДНК и последующей апоптоти-
ческой гибелью клеток [62]. Таким образом,
TDP-43 играет важную роль в поддержании ге-
номной целостности нейронов.

Однако это, по-видимому, не единственная
роль TDP-43. Эксперименты на нейронах, полу-
ченных из ИПСК пациентов с мутацией M337V в
TDP-43, показали, что в этих клетках нарушен
сплайсинг мРНК сортилина, что отражается в
снижении уровня секреции BDNF, который не-
обходим для выживания нейронов и синаптиче-
ской пластичности [63]. В результате коррекции
гена с помощью технологии CRISPR/Cas9 мута-
ции M337V в TDP-43 в трех линиях iPSCs и диф-
ференцировки их в нейроны установили, что на-
блюдавшиеся нарушения в нейронах исчезали.
Авторы предположили, что основные изменения
в нервных клетках, вызванные аберрантной ак-
тивностью TDP-43, могут быть объяснены ано-
мальной функцией нескольких критических бел-
ков, включая BDNF.

Еще одной из частых причин семейных форм
БАС является экспансия гексануклеотидных по-
второв (GGGGCC) в первом интроне гена
C9orf72. Экспансии этих повторов приводит к обра-
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зованию дипептидных повторов (ДПП) в белке, что
способствует его агрегации и может приводить к
нейродегенерации [64]. Для установления роли
этих повторов в развитии БАС в нейронах, полу-
ченных из ИПСК, проводили удаление области
экспансии повторов в гене C9orf7 с помощью тех-
нологии CRISPR/Cas9, с использованием двух
гидРНК [65]. Делеция экспансии повтора приво-
дила к уменьшению образования в ядре фокусов
транскрибированной с повторов РНК и уменьшала
метилирование островков CpG вблизи повторов
G4C2, что характерно для клеток с мутантным геном
C9orf7. При этом изменялась экспрессия генов,
связанных с процессингом РНК, ядерным транс-
портом, синаптической передачей и регуляцией
фосфатного обмена.

Сходные результаты были получены еще в од-
ном исследовании с использованием ИПСК, не-
сущих от 638 до 960 повторов в гене C9orf72 [66].
Удаление области экспансии ДПП с использовани-
ем CRISPR/Cas9 приводило к спасению АМРА-ин-
дуцированной эксайтотоксичности и изменению
экспрессии тех же генов, что и в описанном выше
исследовании Прибади с соавт. [65]. На модели
клеток линии K562 лейкемии человека с помо-
щью системы CRISPR/Cas9 был проведен скри-
нинг с целью выявления супрессоров и усилителей
токсичности синтетических ДПП [67]. Такой под-
ход позволил обнаружить мощные модификаторы
токсичности этих ДПП, генные продукты кото-
рых функционируют в нуклеоцитоплазматическом
транспорте, эндоплазматическом ретикулуме (ЭР),
протеасомах, процессинге РНК и модификации
хроматина. Один из таких модификаторов, TMX2,
модулировал генную сигнатуру стресса ЭР, вызы-
ваемого дипептидами C9orfF72 в нейронах, и
улучшал выживаемость индуцированных мотор-
ных нейронов у пациентов с БАС, содержащих
мутантный C9orf72.

Давно существуют свидетельства того, что гли-
альные клетки могут влиять на гибель моторных
нейронов при БАС [68, 69]. В частности, установле-
но, что мутация в гене SOD1 индуцирует внеклеточ-
ную автономную гибель моторных нейронов через
токсическое действие ближайшего клеточного
окружения [68]. Для изучения последствий экс-
прессии мутанта C9orf72 в астроцитах, которые
являются важными автономными участниками
патогенеза БАС, были использованы система
CRISPR/Cas9 и ИПСК человека [70]. Астроциты,
полученные из ИПСК пациентов с БАС, содержали
внутриядерные фокусы РНК, характерные для
БАС. После коррекции экспансии повторов G4C2 в
мутантном гене C9orf72 эти фокусы РНК в астро-
цитах исчезали. Электрофизиологический анализ
показал, что ко-культивирование астроцитов, несу-
щих мутацию, с нормальными мотонейронами при-
водит к потере потенциала действия в мотонейро-
нах. В тоже время после удаления экспансии повто-
ров в астроцитах их совместное культивирование
с мотонейронах не изменяло свойств последних.

Полученные данные свидетельствуют о том, что
мутация гена C9orf72 в астроцитах ответственна
как за клеточно-автономную астроцитарную па-
тологию, так и за патофизиологию неклеточных
автономных двигательных нейронов. Первый
ген, мутации в котором приводят к БАС, был
идентифицирован как ген супероксиддисмутазы
Cu/Zn 1 (SOD1) [71]. В этом гене было описано
около 30 мутаций, ассоциированных с БАС. Эти
мутации оказывали влияние на нейрональную
возбудимость, стресс ЭР, митохондриальную
дисфункцию, окислительный стресс, нарушение
транспорта белков и накопление неправильно
свернутого белка SOD1 [72].

Для исследования роли мутаций в гене SOD1 в
качестве модели были использованы ИПСК, по-
лученные от пациентов с БАС. Целенаправлен-
ная генная коррекция мутации A272C в SOD1 в
ИПСК и последующий анализ дифференцииро-
ванных из них моторных нейронов, показали зна-
чительные изменения в экспрессии генов, участ-
вующих в активности нервной системы, передаче
сигналов и гомеостазе ЭР [73].

Подобного рода исследование было проведено
на ИПСК, полученных от пациента с БАС, которые
содержали другую мутацию гена SOD1 (E100G)
[74]. Коррекция этой мутации в гене SOD1 в изо-
генной клеточной линии с помощью системы
CRISPR/Cas9 увеличивала долю моторных ней-
ронов, размер сомы и длину нейритов и уменьша-
ла гибель клеток. Транскрипционные изменения,
обнаруженные при секвенировании РНК в ген-
но-модифицированных нейронах, идентифици-
ровали изменения в нескольких метаболических
путях, включая те, которые связаны с AP1, окис-
лительным фосфорилированием и функциони-
рованием ионных каналов. Ингибирование в мо-

Рис. 4. Частоты различных мутантных генов в семей-
ных формах БАС [по 59].
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дифицированных клетках ERK, MAPK, JNK, WNT,
TP53 и CDK-киназ, уменьшало дегенерацию мо-
торных нейронов. Полученные данные позволи-
ли авторам предположить, что эти метаболиче-
ские пути имеют решающее значение при SOD1-
ассоциированном БАС.

Несколько иную стратегию применили
Imamura с соавт. [75]. В ИПСК, полученных от па-
циента с БАС, несущего мутацию L144FVX в гене
SOD1, эту мутацию исправляли путем вставки с
помощью CRISPR/Cas9 последовательностей гена
SOD1 дикого типа. В скорректированной клеточной
линии происходила реверсия патологического фе-
нотипа, связанного с SOD1, которая включает уве-
личение выживаемости моторных нейронов и де-
градацию неправильно свернутого белка SOD1.

Исследования механизмов возникновения и
развития БАС с помощью редактирования генома
проводились и на модели лабораторных животных.
Система CRISPR/Cas9 позволяет легко вводить па-
тогенные мутации в различные гены, проверять ги-
потезы о совместном появлении аллелей в начале и
прогрессировании заболевания и исследовать влия-
ние разных модификаторов в присутствии извест-
ного причинного аллеля [76]. У трансгенных мы-
шей со сверхэкспрессирующимся мутантным ге-
ном SOD1 наблюдали значительную потерю
двигательных нейронов, аксональную денервации,
прогрессирующий паралич, агрегацию белков и со-
кращение продолжительности жизни [77]. Удале-
ние гена SOD1 с помощью редактирования генома
значительно улучшало продолжительность жизни
трансгенных мышей и существенно восстанавлива-
ло область мышечной дистрофии [78].

Недавно было проведено CRISPR/Cas9-опосре-
дованное редактирование SOD1 с мутацией G93A,
связанных с БАС в двух трансгенных моделях [79].
Эта модификация полностью предотвратила разви-
тие каких-либо признаков БАС. Трансгенные
мыши оказались здоровыми без явных признаков
других заболеваний, таких как злокачественное
перерождение клеток или воспалительные забо-
левания, даже после наблюдения до 2-летнего
возраста. Вместе с тем, авторы обнаружили у
трансгенных мышей с редактированным геномом
высокую частоту больших делеций ДНК. Эти
данные указывают на необходимость оптимизации
терапевтического таргетинга для предотвраще-
ния или минимизации непреднамеренных и по-
тенциально вредных событий. Тем не менее, ре-
дактирование генов в сочетании с использованием
ИПСК и трансгенных животных дает все основа-
ния утверждать о существовании тесной причин-
но-следственной связи между различными мута-
циями в гене SOD1 и развитием БАС.

Еще одним геном, ассоциированным с развити-
ем БАС, является ген FUS. Этот ген кодирует РНК-
связывающий белок, локализующийся преимуще-
ственно в ядре. Считается, что в норме он участвует
в процессах репарации повреждений ДНК, тран-
скрипции, сплайсинга, а также аксонального

транспорта. [80]. C мутациями в гене FUS связано
большое разнообразие клинических фенотипов,
начиная от общих проявлений заболевания и за-
канчивая наиболее агрессивными, ювенильными
формами заболевания. Для выяснения влияния
этих мутаций на развитие БАС и механизмов их
действия также использовали технологию редакти-
рования с помощью CRISPR/Cas9 применительно
к ИПСК пациентов с БАС. Редактирование ДНК в
клетках, содержащих миссенс-мутации G1566A в
гене FUS, показало [73], что в мотонейронах, полу-
ченных из ИПСК, восстанавливались типичная ци-
топлазматическая локализация FUS, возбудимость
и аксональный транспорт. В моторных нейронах с
мутацией R521H в гене FUS наблюдали электрофи-
зиологические изменения и дефекты аксонального
транспорта. CRISPR/Cas9-опосредованная кор-
рекция гена в ИПСК, полученных от пациентов с
этой мутацией, восстанавливала возникшие дефек-
ты в нейронах [81]. Систему CRISPR/Cas9 исполь-
зовали также для коррекции рецессивной мутации
FUS H517Q в ИПСК от пациентов с БАС [73]. При
этом в мотонейронах, полученных из ИПСК, акти-
вировались р38 и ERK-киназа, что свидетельствует
о ключевом пути активации сигнализации MAPK в
FUS-опосредованной нейродегенерации при БАС.

Приведенные выше данные указывают на важ-
ную роль технологии геномного редактирования
ИПСК для установления новых молекулярных
механизмов, приводящих к БАС при разных ген-
ных мутациях, и поиска на разных моделях под-
ходов к лечению этого заболевания.

БОЛЕЗНЬ ГЕНТИНГТОНА

Болезнь Гентингтона (БГ) – это аутосомно-
наследственное неврологическое расстройство,
характеризующееся деменцией и моторными нару-
шениями. Основной причиной этого заболевания
считается генетическое нарушение, вызываемое
экспансией триплетов CAG (кодируют аминокис-
лоту глутамин) в первом экзоне гена хантингтина
(HTT), структура которого хорошо изучена (рис. 5),
но его функции остаются неизвестными [82, 83].

В гене дикого типа у разных здоровых людей
присутствует разное количество CAG-повторов,
однако, БГ развивается только когда их число
превышает 36. Причем чем большее количество
CAG-повторов присутствует в гене, тем тяжелее и
стремительнее протекает болезнь. Нейроморфо-
логическая картина характеризуется атрофией
стриатумa, а на поздней стадии также атрофией
коры головного мозга. Частота встречаемости за-
болевания среди населения с европейскими кор-
нями составляет примерно 3–7 на 100000, среди
других рас она ниже [84].

Относительной “простотой” данного заболе-
вания при всей тяжести течения является то, что
за его развитие отвечают мутации (разное количе-
ство CAG-повторов) в одном единственном гене.
Поэтому были предприняты попытки коррекции
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длинных CAG-повторов с помощью CRISPR/Cas9
системы в клетках, полученных от пациентов с
диагностированной БГ. В принципе работы по
редактированию гена НТТ развивались по двум
направлениям. Первое - исправление мутаций в
этом гене у пациентов с БГ и, второе, введение
мутаций в здоровые клетки.

Впервые коррекция гена НТТ с помощью
CRISPR/Cas9 метода была продемонстрирована
в работах An с соавт. [85, 86]. Однако им не удалось
удалить из полученных линий клеток генетиче-
ский вектор, содержащий ген селекции, который
потенциально мог бы оказывать существенное
влияние на регуляцию экспрессии гена НТТ.
Позднее это осуществили Xu с сотр. [87] с исполь-
зованием CRISPR/Cas9 и piggyBac технологий.
Полученные из ИПСК линии клеток сохраняли
плюрипотентность и нормальный кариотип, а
также способность к дифференцировке в возбу-
димые и синаптически активные нейроны. Кроме
того и, что особенно важно, клетки с редактиро-
ванным геномом имели фенотип присущий нор-
мальным клеткам, тогда как ИПСК, полученные
от пациента с БГ, демонстрировали нарушения в
образовании розеток, повышенную чувствитель-
ность к присутствию нейротрофических факто-
ров и нарушения в митохондриальном дыхании.

Ooi с сотр. [88], используя ЭСК, получили па-
нель изогенных клеточных линий с разным количе-
ством CAG–повторов в гене НТТ. Такой подход
позволил авторам оценить тяжесть течения данной
патологии в зависимости от длины этих повторов.

Сходная по идеологии работа была также выпол-
нена другой группой исследователей [89]. С исполь-
зованием технологий CRISPR/Cas9 авторы ввели в
первый экзон гена НТТ эмбриональных фибробла-
стов человека 69 CAG-повторов. Причем соответ-
ствующий вектор для гомологичной рекомбинации
не содержал вектор с геном селекции. Такой подход
обеспечивал получение изогенных линий клеток и
позволял проводить сравнение эффектов нормаль-
ного и мутантного генов НТТ на клеточном уровне.
В дальнейшем авторы путем репрограммирования
получили линии ИПСК, которые были дифферен-
цированы в ГАМК-ергические шипиковые нейро-
ны полосатого тела. “Мутантные” нейроны прояв-
ляли существенные отличия от “нормальных” кле-
ток при образовании розеток in vitro и были более
чувствительны к удалению из ростовой среды ней-
ротрофических факторов. Кроме того, в “мутант-
ных” нейронах были обнаружены ультраструктур-
ные дефекты, не связанные с агрегатами белка ген-
тингтина, что указывало на появление дефектов на
более ранних стадиях развития БГ [89].

Таким образом, использование технологии
CRISPR/Cas9 позволяет создавать разнообраз-
ные клеточные модели БГ, которые можно ис-
пользовать как для исследований молекулярных
механизмов данной патологии, так и для скри-
нинга потенциальных лекарственных средств. В
перспективе возможно использование “исправ-

ленных” клеток для клеточной терапии этого тя-
желого и неизлечимого в настоящее время забо-
левания [90–92].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Фундаментальные исследования по редактиро-
ванию генома показали целесообразность исполь-
зования этой мощной технология в качестве интер-
венционного инструмента для лечения нейродеге-
неративных заболеваний. Учитывая, что
многочисленные усилия по поиску лекарств от ней-
родегенеративных заболеваний, хотя и показали
многообещающие результаты в исследованиях на
лабораторных животных, однако они часто терпели
неудачу в испытаниях на людях. Кроме того, хотя
эти модели обеспечили лучшее понимание меха-
низмов патогенеза нейродегенеративных заболева-
ний in vivo, они часто ограничены отсутствием спе-
цифической дегенерации нейронов и не могут вос-
произвести прогрессирование заболевания и
особенности двигательных расстройств. Более пер-
спективными для этой цели могут служить крупные
животные, особенно похожие на людей нечелове-
кообразные приматы. Эти животные позволяют
воспроизводить основные нейропатологические
проявления, присущие человеку, которые могут не
наблюдаться при использование в качестве моделей
грызунов. Из-за сходства физиологии, анатомии и
поведения нечеловекообразных приматов с людьми
они полезны для поиска эффективных терапевти-
ческих мишеней и терапевтических средств для ле-
чения нейродегенеративных расстройств [93].

Вместе с тем, существует настоятельная необ-
ходимость изучения нейродегенеративных про-
цессов в модельных системах на основе клеток че-
ловека. Появление технологии ИПСК имеет боль-
шие перспективы для преодоления существующих
ограничений. Эта технология совместно с техно-
логией CRISPR/Cas9, уже начала давать принци-
пиально новые данные о патологических меха-
низмах, лежащих в основе нейродегенеративных
заболеваний, и обещает продвинуть вперед ис-
следования как в области нейродегенерации, так
и за ее пределами. На сегодняшний день основ-
ные достижения и надежды, возлагаемые на эти
технологии, связаны главным образом с углубле-
нием нашего понимания ключевых нейропатоло-

Рис. 5. Структура гена гентингтина (НТТ). Схемати-
чески показана локализация CAG-повторов в первом
экзоне этого гена.

Структура гена HTT (169280 п.н.)
Первый экзон

Поли CAG 
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гических процессов и с поиском генов-мишеней
для терапевтического воздействия на них.

Следует, однако, заметить, что современные
подходы к редактированию генов имеют суще-
ственные ограничения по практическому примене-
нию. Во-первых, удаление или полная инактивация
отдельных генов, скорее всего, окажет пагубное
воздействие на физиологию клеток, поскольку
большинство генов играют в организме определен-
ную роль. Во-вторых, стратегии, направленные на
коррекцию мутаций, применимы только к неболь-
шой доле (<10%) наследственных нейродегенера-
тивных заболеваний. Серьезной проблемой остает-
ся также частая нецелевая модификация генома
CRISPR-Cas9. Кроме того, для каждой мутации в
генах необходим свой подход к редактированию,
что еще больше усложняет его практическое ис-
пользование. Очевидно, что потребуются еще не-
малые усилия, чтобы сделать технологию редакти-
рования генома безопасной и эффективной для те-
рапевтического применения. В этом отношении
может оказаться полезным программируемое ре-
дактирование эпигенома, которое является настра-
иваемым, обратимым, не требует разрывов ДНК и
не вызывает клеточную токсичность, связанную со
стандартным редактированием генов [94].

Несмотря на важные преимущества, предо-
ставляемые использованием ИПСК человека для
исследований нейродегенеративных заболева-
ний, следует учитывать некоторые недостатки
этой модели. Необходимо помнить о существова-
нии соматического мозаицизма, который возни-
кает как in vivo, так и в моделях на основе ИПСК
[95]. Кроме того, следует иметь в виду, что нейро-
ны, полученные из ИПСК, больше напоминают
клетки мозга плода [96]. Поэтому они, по-види-
мому, лучше моделируют различные аспекты
предрасположенности к заболеванию, чем само
состояние заболевания. Нейрональные предше-
ственники и нейроны, полученные из ИПСК па-
циента с нейродегенеративными заболеваниями,
скорее всего, могут служить моделями самых ран-
них форм этих нейропатологий.

Большие перспективы в моделировании ней-
родегенеративных заболеваний связывают сего-
дня также с использованием органоидов – само-
организующихся моделей нервных тканей in vitro
[97]. В отличие от 2D модели на основе ИПСК 3D
модель церебральных органоидов может быть бо-
лее эффективной для изучения механизмов воз-
никновения различных нейропатологий и для
скрининга лекарств. Предполагается, что в даль-
нейшем эта модель будет усовершенствована в
результате увеличения клеточного разнообразия
в органоидах за счет включения в нее нескольких
типов глиальных клеток и сосудистой сети.
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Genome Edition Technology for the Study
and Correction of Neurodegenerative Diseases

I. A. Grivennikova and V. Z. Tarantula

aFederal State Budgetary Organization Institute of Molecular Genetics
of the National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia

The progress of science is largely associated with the emergence of new technologies. One of such break-
through technologies, created at the beginning of the XXI century, are various variants of genomic editing,
among which the simplest and most effective is the technology based on the use of short palindromic repeats
regularly arranged in groups (CRISPR). Another important technology was the production of induced plu-
ripotent stem cells (iPSC). The joint use of these two technologies has significantly increased the possibilities
of precise manipulation with genome for the study of the molecular and genetic bases of various pathologies,
the search for target genes and, in future, for practical application in the therapeutic effect on a variety of se-
vere hereditary diseases. This approach has proved extremely useful for studying human neuropathologies,
especially given the fact that numerous therapeutic agents that have their effectiveness in models of such dis-
eases in rodents have not brought benefits to sick people. This review summarizes the main results of recent years
on genetic and epigenetic edition of the genome, obtained mainly using various variants of the CRISPR/Cas9
technology on IPSC models and cultured somatic cells of patients with severe neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease and amyotrophic lateral sclerosis.

Keywords: CRISPR/Cas9 technology, induced pluripotent stem cells, amyotrophic lateral sclerosis, Parkin-
son’s disease, Alzheimer’s disease, Huntington’s disease
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