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В представленном обзоре рассмотрены современные достижения в области использования методов
геномного редактирования для экспериментальной терапии нейродегенеративных заболеваний, в
первую очередь болезни Альцгеймера. Кратко рассмотрены основные подходы, используемые для
геномного редактирования, и системы редактирования, рассмотрены их преимущества и недостат-
ки. Приведены конкретные примеры использования геномного редактирования для коррекции му-
таций в генах, ассоциированных с болезнью Альцгеймера. Проанализированы имеющиеся пробле-
мы, которые необходимо решить для внедрения геномного редактирования в практику лечения
нейродегенеративных заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – одна из наиболее

распространенных причин возникновения де-
менции у пациентов старшей возрастной группы –
представляет собой серьезную проблему для ме-
дицины и современного общества в целом. По дан-
ным клинико-эпидемиологического исследования
репрезентативных групп населения г. Москвы, БА
страдает около 4.5% населения в возрасте 60 лет и
старше. Экстраполяция этих показателей на по-
ловозрастную структуру населения страны в целом
показывает, что от этого заболевания страдает око-
ло 1% всего населения России [1]. Патогенез БА
остается достаточно слабо изученным, несмотря
на предпринимаемые усилия. Вероятно, это свя-
зано с его комплексностью и манифестацией
симптомов после продолжительного латентного
периода с момента старта заболевания. Риск раз-
вития БА обусловлен действием как моногенных,
так и полигенных факторов, а также воздействи-
ем факторов окружающей среды. Менее 5% слу-
чаев БА, которые связаны с наличием мутаций в
генах пресенилинов PSEN1 и PSEN2 и белка-
предшественника β-амилоида (APP), проявляют-
ся достаточно рано, в возрасте до 60 лет. Мутация
в гене, кодирующем аполипопротеин Е (APOE),

считается фактором риска развития БА с поздним
началом.

Проведенные в последние годы полногеном-
ные исследования позволили связать функции
более чем 25 генов с патогенезом БА. Установлена
явная связь семейных форм БА с ранним прояв-
лением симптоматики с мутациями в генах APP,
PSEN1 и PSEN2, по крайней мере, в 10% случаев.
Кроме того, около 25% пациентов с поздней мани-
фестацией БА являются носителями мутантного
аллеля APOE ε4. Наряду с этим была продемонстри-
рована ассоциация с генами, кодирующими белки,
вовлеченные в разные патофизиологические
процессы патогенеза БА (табл. 1). Все это указы-
вает на существенную роль генетического компо-
нента в патогенезе этого нейродегенеративного
заболевания.

Системы геномного редактирования на основе
дизайнерских нуклеаз (нуклеазы цинковых паль-
цев (zink finger nucleases, ZFN), подобные тран-
скрипционному активатору эндонуклеазы (tran-
scription activator-like endonuclease, TALEN),
CRISPR–Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-(CRISPR)-associated protein
(Cas9)) и другие представляют собой мощный ин-
струмент для манипуляций с генами. Эти систе-
мы позволяют осуществлять не только канониче-
ские манипуляции с ДНК, такие как делеции или
инсерции участков генов (рис. 1а–в), но и нека-
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нонические, а именно: репрессия или активация
транскрипции и замена отдельных оснований
(рис. 1г–е). Это дает возможность необратимо
инактивировать гены, корректировать их последо-
вательность, модулировать их активность. Разра-
ботка методов геномного редактирования для те-
рапии таких моногенных заболеваний, как серпо-
видноклеточная анемия или мышечная дистрофия,
является удачным примером использования техно-
логии для лечения моногенных заболеваний. Ре-
зультаты этой работы с высокой вероятностью бу-
дут внедрены в клинику [2]. Успешность примене-
ния систем редактирования для модификации
генома в нейронах в культуре и в мозге дает на-
дежду на возможность их использования и для те-
рапии заболеваний нервной системы. В этом об-
зоре мы рассмотрим существующие эксперимен-
тальные подходы к коррекции патогенетических
механизмов БА, созданные на основе геномного
редактирования. В заключении будут кратко про-
анализированы возможные проблемы, связанные
с использованием этих методов, как возможного
средства для лечения БА и других нейродегенера-
тивных патологий.

ПОДХОДЫ К РЕДАКТИРОВАНИЮ 
ГЕНОМА И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ 

ДЛЯ ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ ЦЕЛЕЙ

При разработке терапевтических подходов
наиболее часто рассматривают три основных типа
манипуляций, а именно: инактивация гена, внед-
рение нового гена и редактирование или модифи-
кация гена [3]. Методы геномного редактирования,
которые активно разрабатываются в последние де-
сятилетия, способны обеспечить изменение ге-
нома в определенном (целевом) участке за счет
использования активности направленных нукле-
аз. Технически, необходимо обеспечить разрыв
двухцепочечной ДНК в участке, где расположен
целевой ген, после чего происходит репарация
поврежденного участка. В качестве ферментов,
осуществляющих разрезание ДНК, выступают
эндонуклеазы, которые катализируют расщепле-
ние фосфодиэфирных связей внутри полинук-
леотидных цепей. В настоящее время наиболее

распространенными как в экспериментальных,
так и в клинических исследованиях являются три
типа нуклеаз (рис. 1а–в): ZFN [4], TALEN [5] и
CRISPR/Cas9 [6].

Основными характеристиками каждого из
этих инструментов являются наличие эндонукле-
азы и ДНК-связывающего домена, который обес-
печивает связывание нуклеазы с ДНК и определяет
специфичность положения, в котором это связы-
вание происходит [3]. В случае ZFN (рис. 1а) точ-
ность связывания с целевым участком ДНК опре-
деляется наличием минимум трех белков цинко-
вых пальцев, а увеличение числа ДНК-
связывающих цинковых пальцев в составе ком-
плекса повышает аффинность связывания, хотя
это в свою очередь снижает активность конструк-
ции в целом [7]. Для точного разрезания двух цепей
ДНК необходимо, чтобы нуклеаза образовала ди-
мер. Поэтому для редактирования определенного
участка нужно использовать пару белков, отличаю-
щихся по составу цинковых пальцев.

Другой тип конструкций, применяемый для
редактирования, использует для связывания с
ДНК белки TALE (рис. 1б). В отличие от ZFN, в
которой каждый домен взаимодействует с тремя
нуклеотидами, один домен белка TALE связыва-
ется с одним нуклеотидом. Поэтому для обеспе-
чения специфичности связывания TALEN с це-
левыми участками ДНК необходимо создать до-
статочно крупный белок, имеющий множество
доменов [8]. Разрезание двух цепочек ДНК про-
исходит после образования димера, что так же, как
и в случае ZFN, обусловливает использование од-
новременно двух белков для редактирования одно-
го гена. Обе упомянутые системы редактирования
генома обладают сходной эффективностью, но при
этом цитотоксичность и сложность получения кон-
струкций ниже в случае использования TALEN [3].

CRISPR–Сas9 является, пожалуй, наиболее
распространенным инструментом редактирова-
ния генома, основанным на использовании меха-
низма адаптивного иммунитета прокариот. Эта
система представлена CRISPR-кассетой и геном,
кодирующим белок Cas9. CRISPR–Cas система
способна обеспечивать устойчивость клеток прока-

Таблица 1. Возможные гены-мишени для терапевтического воздействия с использованием методов геномного
редактирования

Примечание: при составлении таблицы использованы данные работ [61–63].

Патофизиологические процессы Гены

Метаболизм APP/β-амилоида APP, PSEN1, PSEN2, ApoEε4, Clusterin, BACE
Метаболизм/фосфорилирование τ-белка GSK-3β, P25/Cdk5, Bin-1
Холинергическая трансмиссия ChAT, nAChR, mAChR
Убиквитинирование USP7, USP47
Нейровоспаление/иммунитет CX3CR1, CD33, TREM2, GMF, NLRP3
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риот к бактериофагам и плазмидам, которые содер-
жат протоспейсеры, последовательности, компле-
ментарные спейсерам CRISPR-кассеты [9, 10]. В
этой системе нуклеаза Cas9 обеспечивает образо-
вание двухцепочечного разрыва ДНК, а место
этого разрыва определяется последовательно-
стью одноцепочечной направляющей (гидовой)
РНК (огРНК). Преимуществом CRISPR–Cas9
является относительная простота конструкции,
высокая эффективность редактирования, низкая
цитотоксичность, что способствует ее широкому
внедрению в исследовательскую практику, а в
ближайшем будущем и в терапию ряда обуслов-
ленных наследственностью заболеваний [2, 11].

В отличие от описанных выше нуклеаз ZFN и
TALEN, белок Cas9 для взаимодействия с ДНК ис-
пользует CRISPR-кассету, состоящую из CRISPR-
ассоциированной РНК и трансактивирующей
РНК (рис. 1в) [12]. Эти две РНК обычно объеди-
нены в одну химерную молекулу огРНК. Помимо

двух функциональных доменов огРНК должна со-
держать последовательность из 20 нуклеотидов,
комплементарную целевому участку ДНК. Для
обеспечения связывания CRISPR–Cas9 в ДНК
должны содержаться последовательности из трех
нуклеотидов вида NGG (protospacer adjacent motif,
PAM), непосредственно прилежащие к целевому
участку со стороны 3'-конца. После взаимодей-
ствия с комплементарным огРНК участком ДНК
нуклеаза Cas9 разрезает обе цепи, образуя разрыв
на расстоянии в три нуклеотида от PAM. Образо-
вавшийся разрыв репарируется путем негомоло-
гичного соединения концов (non-homologous end
joining, NHEJ), при котором свободные концы ДНК
сшиваются друг с другом с образованием делеции
или вставкой одного или нескольких нуклеоти-
дов. При гомологичной репарации (homologous
dependent repair, HDR) разрыв репарируется с ис-
пользованием дополнительной матрицы, с кото-
рой происходит копирование участка вокруг об-

Рис. 1. Канонические и неканонические подходы к использованию дизайнерских нуклеаз. (а–в), использование ZFN,
TALEN и CRISPR–Cas9 для получения двухцепочечных разрывов ДНК; (г), применение CRISPR–dCas9 интерферен-
ции для репрессии гена; (д), применение CRISPR–dCas9 для активации транскрипции; (е), применение CRISPR–nCas9
для редактирования отдельных оснований. ZFP, белок цинкового пальца; Fok1, эндонуклеаза; PAM, protospacer adja-
cent motif; И, ингибитор транскрипции; ТФ, транскрипционный фактор; А, активатор транскрипции; А(Ц)ДА, аде-
нин(цитозин)дезаминаза.

0

FokI

FokI
FokI

FokI

а б

в г

д е

ZFP1 ZFP2 ZFP3

ZFP1ZFP2ZFP3

Cas9 огРНК
Cas9 огРНК

огРНК

РАМ

РАМ РАМ

РАМ

ТФ
И

dCas9
огРНК

dCas9

A

Г(Т)

Ц(А)

А(Ц)

Т(Г)

А(Ц)ДА



332

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 4  2021

СТЕПАНИЧЕВ

разованного разрыва. В качестве матрицы может

служить последовательность нуклеотидов непо-

врежденной парной хромосомы или последова-

тельность нуклеотидов, внесенная извне с плаз-

мидой или олигонуклеотидом.

Все три типа нуклеаз были апробированы в ис-

следованиях для модификации генома в нейро-

нах и клетках глии [13–16], включая нокаут гена,

встраивание нового гена в геном или редактиро-

вание имеющихся модификаций гена, препят-

ствующих его нормальной работе. Однако, наряду с

этими “каноническими” возможностями, перспек-

тивным представляется использование систем ре-

дактирования для изменения уровня транскрипции

за счет модуляции активности регуляторов тран-

скрипции, изменения уровня метилирования

промоторных участков или репрессии тран-

скрипции [17]. В частности, при использовании

CRISPR-интерференции деактивированная нук-

леаза Cas9 (dCas9) в комплексе с ингибитором

транскрипции может быть применена для ре-

прессии гена (рис. 1г). Такой подход может быть

перспективен для ингибирования избыточной

экспрессии, например, α-синуклеина при болезни

Паркинсона или APP при БА. Аналогично этому

комплекс CRISPR–dCas9 с активаторами тран-

скрипции может быть использован для реализации

альтернативной стратегии (рис. 1д), т.е. CRISPR-

активации.

Еще одним важным подходом к использованию

возможностей CRISPR–Cas является редактирова-

ние однонуклеотидных замен [18]. Присоединение

к CRISPR–nCas9 (nickase Cas9) аденин- или цито-

зин-дезаминазы предоставляет возможность заме-

ны А:Т на Г:Ц и Ц:Г на Т:А соответственно (рис. 1е).

Такой подход максимально подходит в тех ситуа-

циях, когда PAM расположен вблизи нуклеотида,

который необходимо отредактировать, но при этом

изменение соседних нуклеотидов нежелательно.

К неканоническим подходам относится и ре-

дактирование РНК, которое позволяет изменить

экспрессию гена на уровне транскрипта. Несмотря

на то, что антисмысловые нуклеотиды известны

давно и уже применяются, например, для лече-

ния спинальной мышечной атрофии [19, 20], их

использование имеет ряд ограничений. Поэтому

использование Cas13d, фермента, который свя-

зывается с РНК в клетках и расщепляет ее, может

служить альтернативой с большей спецификой в

отношении мишени по сравнению с антисмысло-

выми олигонуклеотидами [21].

В следующих разделах мы рассмотрим приме-

нение этих технологий для экспериментальной

терапии БА.

КОРРЕКЦИЯ APP/β-АМИЛОИДНОГО 
КАСКАДА

Увеличение продукции и секреции β-амило-
идного пептида (Аβ) и образование внеклеточных
амилоидных бляшек является характерной чер-
той БА. Начальным шагом для отложения бляшек
является расщепление трансмембранного белка
APP с образованием Аβ, который при определенных
условиях агрегирует, способствуя проявлению его
нейротоксичных свойств. В патологических усло-
виях агрегаты Аβ вызывают гибель нейронов и ак-
тивацию микроглиального ответа, что приводит к
дальнейшему прогрессированию заболевания. Об-
разование Аβ происходит в результате протеолиза
APP по амилоидогенному пути, который иници-
ируется расщеплением APP β-секретазой BACE-1 с
освобождением растворимого N-терминального
фрагмента sAPPβ. Оставшийся в мембране С-тер-
минальный фрагмент подвергается дальнейшему
расщеплению γ-секретазным ферментативным
комплексом с образованием Аβ40/42 и пептидом
AICD, причем оба пептида способны вызывать ги-
бель нейронов [22].

В настоящее время известно более 60 мутаций
гена APP, из которых 27 являются патогенными, и
лишь одна защищает от БА (https://www.alzfo-
rum.org/mutations). Практически все мутации со-
провождаются нарушением метаболизма APP,
который приводит к сдвигу соотношения образо-
вания Аβ40/42 в сторону преобладания более
склонного к агрегации и токсичного Аβ42 [22, 23].
Интересно, что большинство патогенных мута-
ций расположены возле мест расщепления APP
β- или γ-секретазами [24]. Центральными белка-
ми мембранного γ-секретазного комплекса явля-
ются PSEN1 и PSEN2. Известно 309 мутаций гена
PSEN1 и 59 мутаций гена PSEN2, из которых 300
и 15, соответственно, являются патогенными.
Мутации этих трех генов приводят к ранней ма-
нифестации БА.

Наличие мутаций в этих генах предоставляет
возможность применения генно-инженерных
технологий для их коррекции. Так, Gyorgy et al.
[25] использовали CRISPR–Cas9 для коррекции
шведской мутации APP в фибробластах, получен-
ных от пациентов с БА. Трансфекция клеток плаз-
мидами CRISPR и огРНК, нацеленными на му-
тантный аллель, приводила к его разрушению и
60%-му снижению секреции Aβ. Трансдукция
первичной культуры нейронов, полученных от
трансгенных мышей линии Tg2576, с помощью
AAV векторов, несущих соответствующие мута-
ции APP(SWE), огРНК и CRISPR–Cas9, также
приводила к значимому снижению продукции Aβ
[26]. В этой же работе авторы вводили конструк-
ции в гиппокамп, но единственным результатом,
который был опубликован является то, что в ДНК
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имелись индел мутации в 1.3% мутантных
APP(SWE) аллелей.

Активность β-секретазы BACE1 определяет
продукцию Aβ при БА. Стратегия, основанная на
CRISPR–Cas9, была применена в индуцированных
плюрипотентных стволовых клетках (ИПСК) че-
ловека и в мозге мыши для редактирования участка
гена APP, близкого к С-концу, кодирующему сайт
расщепления β-секретазой BACE-1. Это позво-
лило модифицировать механизм расщепления
APP по амилоидогенному пути, ослабляя продук-
цию Aβ и, в то же время, повышая образование
APP-α, обладающего нейропротекторными свой-
ствами [27]. При этом не наблюдалось видимого
влияния на нейрофизиологию клеток in vitro. По
всей видимости, использование такой стратегии
препятствует сближению APP и BACE-1, которое
необходимо для ферментативной реакции. Не-
смотря на то, что в настоящее время нет данных о
связи мутаций гена, кодирующего этого фермент,
с БА, недавно была обнаружена ассоциация по-
лиморфизма BACE1 C786G с диабетом второго
типа и умеренным когнитивным снижением [28].
Park et al. [29] изучили, могут ли нанокомплексы,
загруженные CRISPR–Cas9, эффективно наце-
ливаться на Bace1 в постмитотических нейронах
мозга взрослых мышей линии 5XFAD. Для этого
Cas9 и огРНК были загружены в амфифильный
нанокомплекс, что позволило получить эффек-
тивное нацеливание генов в постмитотических
нейронах in vivo. Результатом этого было сниже-
ние уровня Aβ и когнитивного дефицита как у
мышей 5XFAD, так и у мышей с повышенной
экспрессией APP.

Интересно, что в исландской популяции нали-
чие мутации A673T в гене APP снижает расщепле-
ние белка APP β-секретазой на 40%. Введение
этой мутации в ген в клетках линии HEK293T и
нейробластомы SH-SY5Y с помощью nCas9-дез-
аминазного комплекса приводило к замене остатка
аланина на треонин в последовательности белка,
которая сопровождалась уменьшением накопления
Aβ [30]. Этот механизм может рассматриваться
как потенциальный подход к лечению БА.

Наряду с активностью β-секретазы патологи-
ческая активность γ-секретазы, возникающая в
результате мутаций генов PSEN1 и PSEN2, также
способствует продукции токсичного Аβ42. Мо-
жет ли коррекция этих мутаций приводить к нор-
мализации функции клеток? Возможность этого
была продемонстрирована в культуре холинерги-
ческих нейронов, полученных из ИПСК здоро-
вых субъектов и больных БА. Для этого ИПСК
направленно дифференцировали в холинергиче-
ские нейроны и, используя CRISPR–Cas9, исправ-
ляли мутацию PSEN2-N141I, связанную с семейной
формой БА [31]. Это приводило к нормализации со-
отношения Aβ40/Aβ42, а также улучшало электро-

физиологические характеристики нейронов [31]

и Ca2+ гомеостаз [32].

КОРРЕКЦИЯ ПРОЦЕССОВ, СВЯЗАННЫХ
С МЕТАБОЛИЗМОМ БЕЛКА ТАУ

Участие фосфорилирования белка τ в образо-
вании парных спиральных филаментов – основ-
ного компонента нейрофибриллярных клубков,
не вызывает сомнения, хотя генетические данные
не указывают на наличие каких-либо мутаций в
гене MAPT, кодирующем этот белок, которые
приводили бы к развитию БА. В то же время неко-
торые из 15 известных мутаций (https://www.alz-
forum.org/mutations) могут повышать риск или
вызвать развитие фронто-темпоральной демен-
ции. Несмотря на это, было предпринято не-
сколько попыток исправить ряд известных мута-
ций в гене MAPT и изучить последствия этого в
ИПСК человека. В частности, Fong et al. [33] ис-
пользовали ZFN для коррекции мутации A152T.
После дифференцировки ИПСК в нейроны на-
блюдали снижение иммунореактивности гипер-
фосфорилированного белка τ и улучшение феноти-
пических характеристик нейронов. Другая группа
авторов с помощью плазмидных векторов транс-
фицировала ИПСК CRISPR–Cas9 и олигонуклео-
тидной матрицей для коррекции мутации N279K
гена MAPT [34], но не смогла увидеть существен-
ных изменений в транскриптоме исходных и ис-
правленных клеток. В отличие от этой работы авто-
ры исследования [35] использовали CRISPR–Cas9
для коррекции мутации R406W в ИПСК, получен-
ных от больного фронто-темпоральной деменцией
с паркинсонизмом. Авторы успешно репарировали
мутантный аллель без внесения дополнительных
индел мутаций, а клетки при этом сохранили
свою плюрипотентность.

Гиперфосфорилирование белка τ зависит от
активности целого ряда протеинкиназ, воздействуя
на которые можно регулировать этот процесс. Так,
повышенная активность циклин-зависимой ки-
назы Cdk5 может приводить к развитию таупатии
[36]. Это становится следствием накопления ак-
тиватора Cdk5 белка p25, который образуется в
результате расщепления более крупного регуля-
торного белка p35 цистеиновой протеазой каль-
паином. В условиях патологии, в том числе и при
БА, накопление p25 ведет к избыточной активации
Cdk5 и способствует гиперфосфорилированию
белка τ. Валидность этого механизма подтверди-
ли Seo et al. [37], которые модифицировали
ИПСК, полученные от пациента с фронто-тем-
поральной деменцией, воспользовавшись систе-
мой CRISPR–Cas9 для введения в геном этих
клеток гена, кодирующего укороченный фраг-
мент Δp35KI, неспособный образовывать актива-
тор Cdk5 белок p25. В органоидах, которые полу-
чили авторы этой работы отсутствовали признаки



334

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 4  2021

СТЕПАНИЧЕВ

гиперфосфорилирования белка τ. Таким обра-
зом, замена гена, кодирующего p35, может быть
новым подходом к лечению таупатии. Следует от-
метить, что попытки изучить влияние других ге-
нов, ассоциированных с БА, на метаболизм белка
τ не увенчались существенным успехом. Так,
CRISPR–Cas9-опосредованный нокаут 22 генов
в клетках HEK293T не влиял на агрегацию белка τ
или захват его агрегатов [38]. Несмотря на недо-
статки использованной экспериментальной моде-
ли, можно предположить, что гены, ассоциирован-
ные с развитием БА и вовлеченные в работу сиг-
нальных каскадов, прежде всего связанных с
иммунным ответом и липидным метаболизмом,
слабо влияют на состояние белка τ.

КОРРЕКЦИЯ МУТАНТНОГО АЛЛЕЛЯ 
АПОЛИПОПРОТЕИНА APOE4

Ранее были приведены примеры коррекции
мутаций, которые приводят к развитию ранних
форм БА. Основным фактором, который связыва-
ют с предрасположенностью к развитию БА в позд-
нем возрасте, является генотип APOE4. В мозге
ApoЕ экспрессируется в астроцитах, олигоденд-
роцитах, перицитах, клетках сосудистого сплете-
ния и, в меньшей степени, в нейронах и участвует
в транспорте холестерина и фосфолипидов (см.
[39]). В отличие от аллелей ε2 и ε3 мутантный аллель
ε4 кодирует последовательность белка ApoE4, кото-
рый связывается с Aβ, но не способен полностью
освободить мозг от этого патогенного пептида.
Это приводит к усиленному образованию сениль-
ных бляшек. В связи с этим возможность моди-
фикации мутантного аллеля APOE4 в нормальный
APOE3 может рассматриваться как подход к лече-
нию БА. Принципиально это можно реализовать
с использованием редактора оснований, как это
было сделано в работе [40]. Авторы этой работы
использовали нуклеофекцию ДНК, кодирующей
цитозиндезаминазу, для замены Ц → Г в кодоне
158 и соответствующей огРНК в культуре астро-
цитов. В результате до 75% ридов содержали ис-
правленную последовательность ДНК. В другой
работе [41] были использованы ИПСК пациентов
с генотипом APOE4/E3, которые при культивиро-
вании демонстрировали повышенный протеолиз

APP, фосфорилирование белка τ, нарушение Са2+

гомеостаза, по сравнению с клетками, получен-
ными от добровольцев с генотипом APOE3/E3.
После CRISPR-Cas9-опосредованного редакти-
рования мутантного аллеля были получены изо-
генные линии клеток E4/E3 и E3/E3. Дифферен-
цировка клеток Е3/Е3 в нейроны сопровождалась
более выраженным отрастанием нейритов. Ней-
роны E3/E3 были более устойчивы к действию
нейротоксинов и имели более низкий уровень
фосфорилирования белка τ, но процессинг APP
не нормализовался. Тем не менее, модификация

мутантного аллеля APOE ε4 имеет терапевтиче-
ский потенциал для лечения БА.

НЕТРАДИЦИОННЫЕ МИШЕНИ 
ДЛЯ ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ

ПРИ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Гены, кодирующие функциональные элементы
холинергической системы. Холинергический де-
фицит лежит в основе мнестических нарушений,
являющихся отличительной чертой БА, по край-
ней мере, на ранних этапах патогенеза. Несмотря
на это, данные о возможной связи мутаций в ге-
нах, кодирующих ферменты синтеза ацетилхоли-
на, или его рецепторы, практически отсутствуют.
В опубликованной недавно статье из Чехии [42]
говорится о полиморфизме A120T в гене CHAT,
который при моделировании in silico показал ас-
социацию с риском развития БА в исследованной
популяции. Не исключено, что более глубокое
изучение различных компонентов холинергиче-
ской системы позволит выявить новые мутации и
продемонстрировать их связь с БА. В этом случае
можно будет рассматривать ген CHAT, а возмож-
но и другие гены, как потенциальную мишень для
применения геномного редактирования.

Гены, связанные с воспалением/фагоцитозом. В
последние годы уделяется большое внимание
участию микроглии в патогенезе БА. Микроглия
отвечает за удаление Аβ из мозга и, в значительной
степени, за протекание иммунных и воспалитель-
ных процессов. Поэтому мутации генов, определя-
ющих активность микроглии, могут оказывать вли-
яние на механизмы развития БА. Одним из таких
генов является TREM2, кодирующий триггерный
рецептор типа 2, экспрессирующийся на миело-
идных клетках (Triggering receptor expressed on my-
eloid cells 2). Трансмембранный белок Trem2 мо-
дулирует активность микроглиоцитов, связанную
с поддержанием энергетического и липидного го-
меостаза микроглиоцитов в процессе развития и
старения мозга [43, 44]. Trem2 рецептор обеспе-
чивает реакцию микроглии на повреждение и
концентрацию клеток вблизи амилоидных бля-
шек [44]. Усиливая активность микроглии в отно-
шении гиперфосфорилированного белка τ в при-
сутствии Аβ, Trem2 способствует нейропротекции
[45]. Мутации в гене TREM2, а их насчитывается
48 (https://www.alzforum.org/mutations), снижают
функциональную активность рецептора и тем са-
мым повышают риск развития БА и других нейроде-
генеративных заболеваний [45]. Хотя до настоящего
времени не было предпринято попыток коррекции
известных патогенных мутаций TREM2 в клетках
микроглии, эта мишень представляется интерес-
ной с точки зрения разработки подхода к норма-
лизации микроглального ответа в условиях БА.

Поверхностный рецептор CD33, экспрессиру-
ется фагоцитирующими клетками, включая мик-
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роглию [46]. Функции этого рецептора до конца
не известны, но считают, что он участвует в фагоци-
тозе, секреции цитокинов, апоптозе. Полногеном-
ные исследования установили, что экспрессия гена,
кодирующего укороченную форму этого белка в
клетках микроглии, может иметь протекторный
эффект при БА, усиливая фагоцитоз Аβ [47].
Можно ли использовать эту мишень для проведе-
ния генной терапии еще необходимо исследовать.

Недавно был открыт редкий вариант гена
PLCG2 (p.P522R), кодирующий фосфолипазу
С-гамма-2. Этот фермент экспрессируется в мие-
лоидных клетках и снижает риск развития БА
[48]. Введение этого гена в геном мыши при по-
мощи CRISPR–Cas9 повышало острый воспали-
тельный ответ макрофагов, полученных от этих
животных, но не приводило к увеличению числа
микроглиальных клеток или изменению их мор-
фологии в коре больших полушарий мозга [49].
Вместе с тем функциональная активность такой
модифицированной микроглии возрастала, что
указывает на возможность использования этого
подхода для улучшения устойчивости мозга к раз-
витию БА.

Для других генов, ассоциация функции или
дисфункции которых с патогенезом БА была выяв-
лена в недавних полногеномных исследованиях,
роль в развитии этого заболевания только выясня-
ется. Поэтому представляется преждевременным
говорить о значении их модификации для терапии
БА даже в эксперименте.

ПРАКТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ГЕНОМНОГО 

РЕДАКТИРОВАНИЯ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Достижения функциональной геномики су-
щественно продвинули понимание работы мозга
на клеточном уровне в норме и при патологии,
предоставив целый ряд инструментов, которые
позволяют исследовать роль отдельных генов в
моделях на клетках и живых организмах. Так, ге-
нетические факторы, связанные с развитием це-
лого ряда неврологических заболеваний, включая
БА, болезнь Паркинсона, болезнь Гентингтона и
другие, были введены в геном животных и иссле-
дованы (см. например [50–52]. CRISPR–Cas9,
по-видимому, существенно упрощает и облегчает
модификацию генов по сравнению с другими име-
ющимися средствами и может быть использована
для разработки подходов к терапии как наследуе-
мой, так и ненаследуемой БА (рис. 2). Однако име-
ющиеся в теории возможности ставят перед ис-
следователями и врачами целый ряд вопросов,
которые необходимо уточнить до принятия реше-
ния об их практическом использовании. Условно
их можно разделить на вопросы безопасности,
доставки и этические проблемы.

Одним из важнейших вопросов остается без-
опасность использования инструментов редактиро-
вания, в первую очередь на основе CRISPR–Cas9.
Это обусловлено небольшим размером огРНК, ко-
торая направляет нуклеазу к целевому участку гена.
Известно, что генетически детерминированные
формы БА наследуются по аутосомно-доминант-
ному типу, проявляясь при наличии даже одного
мутантного аллеля [53]. Поэтому редактирование
должно затрагивать только мутантный аллель,
оставляя здоровый аллель или гомологичные
участки генома интактными, что не всегда удается
на практике. Например, использование упоминав-
шегося ранее конъюгированного с CRISPR-Cas9
редактора оснований для внесения патогенной
мутации в ген PSEN1 вызывало изменения и в
структуре гена PSEN2 [54]. В то же время авторы
большинства рассмотренных работ, которые про-
водили секвенирование генома клеток после их
модификации, сообщают об отсутствии существен-
ных изменений за пределами целевого участка ре-
дактирования.

Введение в мозг конструкций, несущих эле-
менты систем редактирования, представляет собой
существенную проблему. Хотя имеющиеся в распо-
ряжении исследователей плазмиды способны до-
ставлять генетический материал огРНК и Cas9 в
клетки разных тканей, их использование для
трансфекции зрелого мозга затруднено. Наибо-
лее вероятным средством доставки систем редак-
тирования в мозг являются векторы на основе ре-
комбинантных лентивирусов (rLV) или аденоассо-
циированных вирусов (rAAV). Размеры плазмиды,
несущей ген, кодирующий наиболее используе-
мую нуклеазу Cas9 из Streptococcus pyogenes, со-
ставляют более 10 kb. Поэтому упаковать одно-
временно огРНК и CRISPR–Cas9 можно только в
вектор на основе rLV. Однако такие вирусы инте-
грируются в ДНК хозяина, что может приводить к
нежелательным последствиям. Перспективным
представляется использование интеграза-дефи-
цитных LV (IDLV), которые лишены способности
встраиваться в геном хозяина и экспрессируются
временно [55]. Использование отдельных rAAV
вирусов для огРНК и CRISPR–Cas9 требует зара-
жения одних и тех же клеток двумя векторами одно-
временно, что влияет на конечную эффективность
трансдукции и редактирования. Вместе с тем в
успешных экспериментах уровень коэкспрессии
таких конструкций в мозге достигает 60% [56].
Следует отметить, что разрабатываются и другие,
не содержащие вирусов, векторные системы, такие
как наночастицы, наноструктурные ДНК ячейки с
полиэтиленимином, микровезикулы [57].

Помимо проблемы побочных эффектов воз-
действия и доставки необходимо решить задачу
выбора стратегии применения методов геномно-
го редактирования. В известных клинических ис-
пытаниях по восполнению синтеза фактора роста
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нервов в мозге пациентов с БА использовали либо

аутологичные клетки, которые после ex vivo тран-

сдукции AAV вектором, несущим ген NGF, транс-

плантировали в мозг, либо прямые инъекции век-

тора [58, 59]. В идущих клинических испытаниях

генной терапии векторные конструкции вводят

внутривенно, внутрицистернально или внутрите-

кально (см. [60]). Методы геномного редактрова-

ния, которые апробируются для лечения серпо-

видноклеточной анемии, предполагают ex vivo ре-

дактирование аутологичных гематопоэтических

или прекурсорных клеток. В случае, когда аутоло-

гичные клетки определенных тканей проблема-

тично получить для ex vivo редактирования как,

например, при мышечной дистрофии, предлагает-

ся проводить терапию in vivo [2]. Ткань мозга ско-

рее относится ко второму типу, который требует

непосредственного введения конструкций, необ-

ходимых для редактирования. Такой тип воздей-

ствия будет лимитирован способностью вектора

распространяться в паренхиме мозга и редакти-

рованием генома в ограниченном количестве

клеток. Будет ли этого достаточно для восстанов-

ления нарушенных функций нужно выяснить в

будущих исследованиях. Наконец, для применения

геномного редактирования с целью терапии БА не-

обходимо решить, когда и/или на какой стадии

развития патологического процесса будет воз-
можно применять такой подход.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Генная инженерия начиналась в 1970-е с ма-
нипуляций с нуклеиновыми кислотами, а сегодня
находится на переднем крае науки, позволяя ре-
дактировать отдельные гены. По-видимому, наи-
более перспективным со многих точек зрения
средством редактирования будет в ближайшие го-
ды система CRISPR–Cas9. Использование мето-
дов геномного редактирования на основе этой
системы для коррекции некоторых моногенных
заболеваний уже является реальностью. Нейроде-
генеративные заболевания, в том числе и БА, с их
прогрессирующим течением, поздней манифе-
стацией и в большинстве случаев полигенной
природой представляют серьезный вызов для
нейробиологии и медицины. В то же время налицо
определенные успехи использования геномного
редактирования для исправления на молекуляр-
ном уровне нарушений, обусловленных мутация-
ми в генах APP, PSEN1, PSEN2, MAPT и APOE4, в
экспериментальных условиях. Несмотря на то,
что предстоит преодолеть еще множество про-
блем, развитие систем редактирования и векторной
доставки, оценки рисков вместе с прозрачностью

Рис. 2. Возможности использования редактирования генома для терапии наследуемой и ненаследуемой БА и пробле-
мы, которые нуждаются в решении. Расшифровку аббревиатур см. в тексте.

Болезнь Альцгеймера

Генетическая коррекция болезни Альцгеймера

Наследуемая

?
Спорадическая

Недостаточность

механизмов

клиренса Aβ
(APOE4 генотип)

Гиперфосфорили-

рование белка τ
(p35(p25)/Cdk5)

Геномное

редактирование

(CRISPR–Cas9)

Этические

проблемы

Тканеспецифичная

доставка

Безопасность

(нецелевые

эффекты)

Патогенные мутации

в APP, PSEN1, PSEN2



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 4  2021

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ 337

исследований и кооперацией исследователей без-
условно позволит начать новую эру в лечении бо-
лезни Альцгеймера.
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Using Genome Editing for Alzheimer’s Disease Therapy: From Experiment to Clinic

M. Yu. Stepanichev
Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Here we review the current achievements in the use of genome editing methods for experimental therapy of
neurodegenerative diseases, primarily Alzheimer’s disease. The main approaches used for genome editing
and editing systems as well as their advantages and disadvantages are considered. Specific examples of the use
of genome editing to correct mutations in genes associated with Alzheimer’s disease are presented. The exist-
ing problems that need to be solved for the introduction of genome editing in the practice of treating neuro-
degenerative diseases are analyzed.

Keywords: Alzheimer’s disease, genome editing, CRISPR–Cas9, TALEN, ZFN, amyloid precursor protein,
presenilins, τ protein, apolipoprotein E
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