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Направленное геномное редактирование с помощью системы CRISPR/Cas9, внедренное в практи-
ку в последние годы и ставшее одним из наиболее впечатляющих достижений современной моле-
кулярной биологии, позволяет эффективно корректировать генетическую информацию на уровне
клеток. Для терапевтических целей важно вносить быстрые и точные изменения в нуклеотидную
последовательность генома в условиях in vivo. И если редактирование генов включает в себя изменение
самой нуклеотидной последовательности ДНК и непосредственную коррекцию генетической инфор-
мации, то эпигенетическое редактирование направлено на контроль экспрессии определенных генов, в
первую очередь, за счет изменения статуса метилирования заданных сайтов в геноме. Редактируя, та-
ким образом, эпигеномные признаки, исследователи могут определить точную биологическую роль
эпигенетической модификации в развитии той или иной патологии. В обзоре представлены фунда-
ментальные и технологические основы эпигеномного редактирования, а также современные воз-
можности данной передовой технологии в изучении нейродегенеративных заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ
Направленное геномное редактирование поз-

воляет эффективно корректировать генетическую
информацию на уровне клеток. С помощью ис-
кусственных нуклеазных систем (ZFN, TALEN,
CRISPR/Cas9) можно осуществлять все виды тар-
гетных модификаций генома: вносить точечные
мутации, встраивать в определенные места новые
гены либо, наоборот, удалять крупные участки
нуклеотидных последовательностей, исправлять
или заменять отдельные генетические элементы
и фрагменты генов [1, 2]. После появления пер-
вых сведений о редактировании генома млекопита-
ющих системой CRISPR/Cas9, открытой в 2012 г.
[3], было разработано множество методов, пред-
лагающих те или иные модификации белков се-
мейства Cas или направляющих РНК. Целый ряд
работ посвящен использованию технологий, ос-
нованных на системе CRISPR/Cas, не только для
редактирования геномов, но и для контроля экс-
прессии определенных генов, локализации и визуа-
лизации отдельных локусов ДНК в пространстве
ядра, изменения статуса метилирования заданных
сайтов в геноме млекопитающих [4].

В основу регуляции генной активности эука-
риот положено многоуровневое взаимодействие
определенных участков ДНК с белками, которые
называются транскрипционными факторами [5].
Взаимодействие регуляторных элементов, хими-
ческие модификации ДНК, посттрансляционные
модификации белков гистонов и строго контро-
лируемое расположение этих гистонов, опреде-
ляющее расположение хроматина влияют на экс-
прессию генов в различных типах клеток и стади-
ях клеточного цикла. Процесс, приводящий к
изменению активности гена без изменения его
нуклеотидной последовательности, называется
эпигенетической регуляцией. Метилирование ДНК
представляет собой особый механизм контроля
активности генов, который получил максималь-
ное развитие у высших эукариот и является эпи-
генетической модификацией, играющей решаю-
щую роль во многих регуляторных процессах. Он
участвует в регуляции экспрессии транскрипци-
онных генов, геномного импринтинга, инактива-
ции Х-хромосомы, сайленсинге подвижных эле-
ментов и поддержании целостности генома [6].
Метилирование ДНК характерно для широкого
круга эукариот и чаще всего происходит в палин-
дромных CpG-динуклеотидах. Для центромерных,
околоцетромерных и повторящихся элементов ха-
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рактерно гиперметилирование CpG-островков.
Высокое метилирование CpG-островков также
обнаружено внутри активно транскрибирующихся
участков генома, в то время как CpG-динуклеоти-
ды, связанные с промоторами генов, остаются в
гипометилированном состоянии, что указывает на
локальный контекст CpG метилирования и его
связь с регуляторным потенциалом. Целенаправ-
ленное изменение метилирования ДНК пред-
ставляет собой многообещающий метод для ис-
кусственной регуляции активности генов. И если
ранее применение глобальных метилирующих и
деметилирующих агентов не позволяло вносить
конкретные изменения, и, следовательно, иссле-
довать взаимосвязь конкретного эпигенетическо-
го статуса и развития заболевания, то редактирова-
ние эпигеномов на основе системы искусственных
нуклеаз особенно полезно для исследования экс-
прессии генов в процессе развития, при целом ряде
заболеваний, включая нейродегенеративные. Но-
вые точные инструменты для редактирования
эпигенома позволяют добавлять и удалять даже
единичные эпигенетические метки. Это обеспечи-
вает возможность выявления причинно-следствен-
ных связей и идентификации наиболее важных
эпигенетических модификаций при определенном
состоянии.

СУЩЕСТВУЮЩИЕ ВАРИАНТЫ 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ЭПИГЕНОМА

Для редактирования эпигенома используют
“синтетические” белковые конструкции, состоя-
щие из ДНК-связывающего домена, направленно
узнающего специфическую последовательность, и
эффекторного домена, вносящего определенную
модификацию. Первыми инструментами для ре-
дактирования эпигенома являлись нуклеазы цин-
ковых пальцев (ZFN) [7], которые оставались попу-
лярными благодаря своим компактным размерам и
сайт-специфическому связыванию с последова-
тельностью мишени [8], а также системы на основе
TALEN [9, 10] благодаря более простой сборке и
нацеливанию по сравнению с ZFN. Однако эф-
фективность обеих систем проигрывает системе
CRISPR/Cas9 с точки зрения редактирования как
генома, так и эпигенома ввиду легкости нацели-
вания направляющими РНК даже на несколько
сайтов и нечувствительности к метилированию
CpG [11, 12].

Одновременная инактивация доменов HNH и
Ruv C нуклеазы SpCas 9 (Streptococcus pyogenes)
превращает Cas9 в направляемый РНК/ДНК-
связывающий белок, не разрезающий мишень. В
результате каталитически мертвая Cas9 (dCas9),
направляемая гид-РНК (gRNA), связывается с
мишенью, но не расщепляет ее [13]. Таким образом,
каталитически неактивный dCas9 был создан и
сконструирован в качестве модуля нацеливания

ДНК для доставки эффекторных белков. Напри-
мер, форма dCas9, сшитая с четырьмя тандемны-
ми копиями белка вируса простого герпеса VP16
(VP64), может активировать транскрипцию гена-
мишени [14], а слияние фрагмента KRAB с системой
gRNA/dCas9 оказалось наиболее эффективным
в репрессии транскрипции гена-мишени [15]
(табл. 1).

Помимо регулирования транскрипции, редак-
тирование эпигенома может включать изменение
посттрансляционных модификаций гистонов и
метилирование участков ДНК. Новые высокоточ-
ные методики позволяют исследователям добав-
лять и удалять эпигенетические метки гистонов на
определенных генах-мишенях. Действие этих мо-
дифицирующих ферментов приводит либо к ак-
тивации гена через ацетилирование гистона или
триметилирование лизина 4 гистона Н3, либо к
инактивации гена через метилирование промото-
ра ДНК, деацетилирование гистона или демети-
лирование лизина 4 гистона Н3. Метилирование
ДНК может исполнять роль метки-закладки, ин-
формирующей белковые комплексы, как им себя
вести относительно этого участка ДНК. Например,
если метильные метки расположены на промоторе
гена, то это обычно приводит к ингибированию
экспрессии данного гена. Деметилирование про-
мотора приводит к активации работы такого гена.
Слияние dCas9 с ферментативным доменом TET1
или DNMT3А позволяет целенаправленно уда-
лять или устанавливать метилирование ДНК, со-
ответственно (табл. 2).

Для повышения эффективности редактирова-
ния эпигенома эффекторные домены могут быть
связаны с dCas9 посредством системы SunTag,
представляющей собой повторяющийся полипеп-
тидный массив, который способен рекрутировать
несколько копий антител [26, 27]. Изменения экс-
прессии генов, индуцированные dCas9-SunTag-
VP64, были в 25 раз выше по сравнению с обычной
активацией, опосредованной dCas9-VP64 в том же
локусе [14]. Используя комплекс dCas9-SunTag-
DNMT3A, исследователи метилировали крупную
область генома, определяя чувствительность к
метилированию CTCF-фактора с довольно низ-
ким соотношением нецелевого метилирования
[28]. Аналогично dCas9-SunTag-стратегии, систе-
ма CRISPR-SAM также может быть использована
для повышения эффективности редактирования
эпигенома. В системе dCas9-SAM модифициро-
ванная gRNA содержит две копии шпильки РНК
из бактериофага, которые взаимодействуют с
РНК-связывающим белком оболочки MS2. По-
скольку шпильки модифицированной gRNA на-
ходятся за пределами комплекса gRNA/dCas9,
другие факторы транскрипции могут связываться
с комплексом через MS2, не мешая сборке ком-
плекса. Слитый белок MS2-P65-HSF1, взаимо-
действующий с dCas9-VP64, привлекает большое
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количество транскрипционных факторов на про-
мотор гена мишени и увеличивает транскрипцию
гена [17]. Использование белка оболочки MS2 для
димеризации каталитических доменов в составе
конструкции gRNA-dCas9-CDTET позволило осу-
ществлять эффективное и специфическое демети-
лирование генов-мишеней. При этом деметилиро-
вание наблюдалось на расстоянии 100–300 п.н. от
сайтов посадки gRNA [29]. С помощью производ-

ной конструкции dCas9-SunTag-p65-HSF1 (SPH),
в которой домен VP64 заменен на p65-HSF1 (ком-
понент dCas9-SAM), удалось одновременно акти-
вировать несколько генов и длинных некодирую-
щих РНК, принадлежащих к группе некодирующих
РНК эпигенетических модификаторов в мозге
мышей. Нацеленная активация трех эндогенных
нейрогенных факторов транскрипции привела к
эффективному превращению астроцитов в функ-

Таблица 1. Применение эпиэффекторов для регулирования работы генов

Эпиэффектор Эпигенетическая
модификация Особенность Недостатки Ссылки

Трансактиваторный 
домен VP64

Привлечение активаторов 
транскрипции, 
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

Увеличение активации 
транскрипции

“Первое поколение” 
активаторов 
транскрипции

14

VPR (VP64, p65, Rta) Привлечение активаторов 
транскрипции, 
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

Использование трех 
факторов транскрипции 
приводит к повышенной 
экспрессии гена-мишени

При нецелевом
связывании способен 
репрессировать 
транскрипцию

16

SAM-активатор 
(VP64, p65, HSF1)

Привлечение активаторов 
транскрипции,
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

Достижение устойчивой 
транскрипционной
активации сайтов-мише-
ней осуществляется за счет 
синергетических взаимо-
действий между активаци-
онными доменами VP64, 
p65 и HSF1.

Необходима
одновременная 
экспрессия 
MS2/P65/HSF1 и 
dCas9/VP64 с gRNA/MS2 
векторов

17

LACE 
(CRY2/CIB1-VP64)

Привлечение активаторов 
транскрипции,
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

Под действием света 
молекула Cry2 изменяет 
свою форму и связывается 
с CIB1, обеспечивая 
доставку активаторов 
транскрипции к гену-
мишени благодаря 
слиянию с dCas-VP64

Процедуры 
конструирования
векторов технически 
сложны и требуют много 
времени

18

Репрессорный домен 
KRAB

Привлечение 
корепрессорных белков

Высокоспецифическая 
репрессии целевых
участков ДНК с мини-
мальными эффектами
вне мишени. Исторически 
“первый” репрессор 
транскрипции, принятый 
для точных эпигенетиче-
ских модификаций

Степень репрессии 
транскрипции варьирует 
в зависимости
от эндогенного состояния
хроматина

15

Домен KRAB-MeCP2 Привлечение 
корепрессорных белков, 
метилтрансфераз,
гистоновых деацетилаз

Более высокая 
активность репрессора 
транскрипции, чем одна 
система KRAB

Доставка с помощью
лентивирусных векторов 
технически сложнее по 
сравнению с обычной 
плазмидной
трансфекцией

19
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циональные нейроны in vivo. [30] Исследования,
сравнивающие активаторы dCas9, показали, что
активаторы VPR, SunTag, SAM лучше всего акти-
вируют работу генов в различных типах и видах
клеток и предоставляют множество возможно-
стей для транскрипционных и эпигенетических
манипуляций [31, 32].

Благодаря возможности образования ком-
плекса dCas9-sgRNA с функциональными акти-
вирующими (VP64, VPR, SAM) или репрессирую-
щими доменами (KRAB, KRAB-MeCP2), система
dCas9-sgRNA может быть использована для регу-
лирования экспрессии генов на уровне тран-
скрипции, либо для активации генов (CRISPRa),
либо для репрессии генов (CRISPRi). Системы
CRISPRi/a относительно универсальны и включа-
ют следующие шаги: создание стабильной клеточ-
ной линии, экспрессирующей dCas9-эпиэффектор;

доставка пула gRNA, нацеленных на связывание с
мишенями в непосредственной близости от промо-
торной области гена или сайтов начала транскрип-
ции; анализ изменений уровней мРНК и белка, а
также анализ функциональных последствий этих
изменений. [15, 33]. Данный метод на основе
CRISPRi/a все чаще используются в фундаменталь-
ных исследованиях. Например, клетки, конститу-
тивно экспрессирующие репрессор dCas9-KRAB
или активатор dCas9-p300 соответственно, транс-
дуцировали библиотеками gRNA для скрининга
предполагаемых дистальных регуляторных эле-
ментов и энхансеров, связанных с транскрипци-
онными факторами [34]. Разработка gRNA для
многих приложений CRISPR упрощена благода-
ря различным онлайн-ресурсам. Например, биб-
лиотека Brunello, состоящая из 77441 gRNA, в
среднем 4 gRNA на ген и 1000 некодирующих

Таблица 2. Применение эпиэффекторов для редактирования эпигенома

Эпиэффектор Эпигенетическая 
модификация Особенность Недостатки Ссылки

Коровый домен гистон 
ацетил-трансфераза P300

Ацетилирование
гистонов

Возможность 
активировать 
экспрессию гена 
от дистальных
энхансеров

Необходим пул gRNA 
для успешного восста-
новления экспрессии 
генов

20

Домены гистон
метилтранфераз PRDM9, 
G9A, DOT1L

Увеличение 
метилирования
гистона H3K4me3

Эффективность
активации экспрессии 
зависит от контекста 
хроматина в сайтах 
связывания gRNA

Высокая чувствитель-
ность к CpG-сайтам 
внутри мишени

21

Домен ДНК-деметилаза 
TET 1

Деметилирование ДНК Длительная 
реактивация работы 
гена возможна даже 
при временной 
экспрессии 
конструкции

Важно знать
критичные CpG-сайты 
внутри мишени

22

Деметилаза гистонов 
LSD1

Уменьшение уровня 
H3K27ac, H3K4me

Позволяет исследовать 
энхансеры, регулирую-
щие экспрессию генов 
критически важных
для поддержания 
эмбрионального
состояния

Активность
ограничена
энхансерами

23

Метилтрансфераза 
гистонов Ezh2

Увеличение H3K27me3 Высокая эффектив-
ность в метилировании 
гистонов для подавле-
ния экспрессии

Временно влияет 
на работу гена

24

Метилтрансфераза
DNMT3A-DNMT3L

Увеличение
метилирования
в CpG-островках

Существенно 
подавляется экспрессия 
гена при одновремен-
ном использовании 
нескольких gRNA

Глобальные нецелевые 
эффекты, независящие 
от gRNA и способов 
доставки

25, 53
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контрольных gRNA, была разработана для улуч-
шения целевой активности при одновременном
снижении нецелевых эффектов в геномах человека
[35]. Одним из основных преимуществ CRISPRi/а
является возможность объединения направляю-
щих РНК для изучения работы отдельного гена, в
то время как мультиплексирование направляю-
щих РНК на разные гены позволяет одновременно
репрессировать/активировать несколько генов для
изучения сложных клеточных путей и сетей взаи-
модействия. Эти подходы могут оказаться чрез-
вычайно эффективными для разработки потенци-
альных лекарств [31], изучения некодирующих
участков [36], анализа механизмов заболеваний че-
ловека в моделях ИПСК и их производных [37, 38].

Благодаря сочетанию передовых методов мас-
штабных скринингов на основе CRISPR/Cas и
высокопроизводительного секвенирования тран-
скриптомов единичных клеток (scRNA-seq) воз-
можно проводить анализ дифференциальной
экспрессии генов и сравнивать транскриптомы
из двух и более образцов [39]. Выполнение секве-
нирования на клетках с репрессией/ активацией
гена-мишени на основе CRISPRi/a предоставля-
ет информацию для подробного анализа тран-
скриптомных последствий каждого изменения.
Кроме того, c помощью инженерии эпигенома
был разработан подход к систематическому изме-
рению функции энхансера. Для этого линию кле-
ток трансдуцировали лентивирусным вектором
dCas9-KRAB-blast, содержащим мощный репрес-
сор функции энхансера KRAB. После отбора се-
лективным антибиотиком бластицидином клетки
повторно трансдуцировали библиотекой gRNA на
основе лентивирусного вектора, несущего штрих-
код и пуромицин для второго раунда отбора. Вы-
жившие клетки представляли собой эпигенетиче-
скую и транскриптомную мозаику: они экспресси-
ровали различные sgRNA, способствуя направлен-
ным эпигенетическим изменениям и изменениям в
экспрессии генов. Используя высокопроизводи-
тельную микрофлюидную платформу для секвени-
рования РНК одной клетки, каждый из получен-
ных одноклеточных транскриптомов был упоря-
дочен с определенным набором sgRNA с
использованием последовательностей штрих-ко-
да [40]. Главными параметрами данных исследо-
ваний являются: количество целевых генов, вы-
деление единичных клеток из гетерогенных тка-
ней или культивируемых клеток, количество
отсеквенированных клеток и глубина секвенирова-
ния. Прежде чем начинать эксперимент по секве-
нированию транскриптомов единичных клеток,
необходимо иметь референсный геном и тран-
скриптом, на который будет происходить картиро-
вание данных scRNA-seq [41, 42].

Интеграция функциональной геномики на ос-
нове CRISPR и технологии стволовых клеток обес-
печивает возможность масштабируемого исследо-

вания функции генов в дифференцированных
клетках человека. В мире уже есть уникальные ра-
боты, посвященные полногеномному скринингу
интерференции CRISPR и активации CRISPR в
нейронах человека. В лаборатории Кампманна
исследователи применили метод CRISPRi, чтобы
изменять активность генов в нейронах человека,
полученных из ИПСК. Анализ обнаружил гены,
которые увеличивают количество отростков у
нейрона, и гены, выключение которых повышает
продолжительность жизни нейронов. Нокдаун
определенных генов может оказывать разное вли-
яние на выживаемость клеток и экспрессию ге-
нов в различных изогенных типах клеток челове-
ка, включая стволовые клетки и нейроны [43].
Нейроны, как один из наиболее долгоживущих
типов клеток в организме человека, сталкиваются
с различными стрессами при старении и болез-
нях. Из-за своей природы нейроны не обладают
способностью “самообновляться” путем деления
клеток. Следовательно, для поддержания здоро-
вья нейронов в долгосрочной перспективе необ-
ходимы надежные механизмы реакции на стресс.
Впервые были проведены первые полногеном-
ные скрининги CRISPRi/а, нацеленные на 184 ге-
на и 100 генов, соответственно, с использованием
2 gRNA на ген в человеческих нейронах. Значи-
тельный нокдаун или сверхэкспрессия гена были
обнаружены для большинства мишеней в библио-
теках. Эти скрининги выявили неожиданную роль
лизосомального протеина просапозина (PSAP),
нокдаун которого вызвал образование липофус-
цина, который улавливает железо, генерирует ак-
тивные формы кислорода и запускает ферроптоз
в нейронах. Интересно, что дефицит PSAP запус-
кается только в нейронах, но не в ИПСК или
клетках HEK293. Таким образом, что ингибиро-
вание образования липофусцина и последующего
ферроптоза может служить новой терапевтиче-
ской стратегией для лечения нейродегенератив-
ных заболеваний. Исследователями была создана
база данных под названием CRISPRbrain (https://
crisprbrain.org/), объединяющая результаты гене-
тических скринингов на различные фенотипы в
разных типах клеток человека, проведенные разны-
ми исследовательскими группами. Это чрезвычай-
но ценный ресурс для сопоставления фенотипиче-
ских данных, влияющих на нейродегенерацию [44].

ОГРАНИЧЕНИЯ СУЩЕСТВУЮЩИХ 
СИСТЕМ РЕДАКТИРОВАНИЯ ЭПИГЕНОМА

Стремительный прогресс в области редакти-
рования эпигенома с помощью CRISPR/Cas9 и
привлекательность применения этой системы в
терапевтических целях требуют разработки эф-
фективных способов доставки эпиредакторов в
различные популяции клеток и обеспечения вы-
сокоспецифичной активности импортированных
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инструментов в области локуса-мишени. Выбран-
ная система доставки в идеале должна обеспечивать
тканеспецифичность и способность проникать в
клетки-мишени, а также иметь низкую иммуноген-
ность. На сегодняшний день конструкции для ре-
дактирования доставляются преимущественно с
помощью электропорации, вирусных векторов и в
виде рибонуклеарных комплексов. Первоначально
многие конструкции на основе dCas9 доставля-
лись посредством электропорации плазмидной
ДНК, но данная процедура токсична, поскольку
она может повредить клеточную мембрану. Си-
стемы доставки генов на основе вирусных векто-
ров уже широко используются в генной терапии
[45]. Наиболее используемыми для доставки тера-
певтических конструкций являются лентивирус-
ные векторы и векторы на основе аденоассоцииро-
ванного вируса (AAV). Лентивирусный вектор об-
ладает большой упаковочной способностью (до
8500 п.о.) и характеризуется длительной экспрес-
сией трансгена, он способен трансдуцировать неде-
лящиеся клетки. Однако лентивирусный вектор яв-
ляется онкогенным и может вызывать вставку
трансгена в геном хозяина, что в значительной
степени ограничивает его использование [46].
Векторы на основе AAV могут доставляться в
большое число самых разных тканей-мишеней,
обладают низкой иммуногенностью, но имеют
низкую емкость упаковки, что делает невозмож-
ным доставку большой конструкции эпиредакто-
ра [47]. Альтернативой векторам являются липид-
но-бислойные везикулы, полученные из аутологич-
ных клеток, и, следовательно, имеющие низкую
иммуногенность при доставке в клетку-мишень.
Недостатком этих частиц является короткое время
жизни по сравнению с вирусными конструкция-
ми [48].

Значимым ограничением для применения в
терапевтических целях редакторов эпигенома явля-
ется потенциальная иммуногенность генно-инже-
нерных белков. Иммуногенность конструкций,
сшитых с TALE и dCas9 от низших организмов, еще
не до конца исследована. Добавление эффектор-
ных доменов, которые также получены от не мле-
копитающих (как, например, вирусного домена
VP64), может усиливать потенциальную иммуно-
генность всей конструкции.

Внедрение усеченных gRNA, разработка более
строгих требований к взаимодействиям PAM мо-
тивов с сайтом мишени потенциально снизили ве-
роятность нецелевых событий связывания dCas9,
но ввиду того, что отследить нежелательное редак-
тирование на уровне всего эпигенома крайне за-
труднительно, необходимо продолжить научные
исследования [49].

По сравнению с традиционным методом РНК-
интерференции (RNAi), репрессия генов на ос-
нове dCas9, слитых с KRAB, LSD1, может сни-

жаться до 99%, что эффективно используется в
клеточной терапии ex vivo. Однако некоторые ис-
следования показали, что эпигенетическое ре-
дактирование является только временным и об-
ратимым, не приводя к стабильной “памяти” на
это воздействие после удаления системы редакти-
рования эпигенома [50, 51].

Полногеномный скрининг с последующим
высокопроизводительным секвенированием тран-
скриптомов единичных клеток является передовым
методом, но тоже имеет свои ограничения. По-
скольку транскриптом очень лабилен, а метод вы-
сокочувствителен, при сборе образцов следует
помнить о влиянии различных факторов, вклю-
чая стадию клеточного цикла. Другой проблемой,
связанной с этим протоколом, является создание
крупномасштабных библиотек CRISPR и необхо-
димость культивирования огромного числа кле-
ток для успешного скрининга многих нарушений
экспрессии клеток. Важным условием является
также отработка протоколов трансдукции ленти-
вирусными векторами с библиотеками gRNA с вы-
сокой множественностью заражения. Высокопро-
изводительное разделение клеток при проведении
скринингов с последующим секвенированием с
применением флуоресцентных красителей может
отрицательно влиять на жизнеспособность клеток.
Селекция антибиотиками ограничивает примене-
ние метода только в пролифирирующих клетках.
Необходимо также дорабатывать биоинформатиче-
ские алгоритмы для верной интерпретации полу-
ченного массива данных [39].

РЕДАКТИРОВАНИЕ ЭПИГЕНОМА 
ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

Сайт-специфическое редактирование эпиге-
нома предоставляет возможность изучить вклад
нарушения генной регуляции в развитии того или
иного заболевания, что позволит предложить но-
вые терапевтические стратегии. Целевая актива-
ция “молчащих” генов или, наоборот, репрессия
патологически активных генов могут смягчить
симптомы, остановить прогрессирование или
предотвратить развитие болезни. Такие подходы
сегодня активно разрабатываются при нейродеге-
неративных заболеваниях.

При синдроме Ангельмана, ассоциированном
с тяжелой умственной и физической отсталостью,
активный материнский аллель гена нефункцио-
нален из-за мутации, тогда как отцовский аллель
инактивирован. В 25% случаев заболевание ассо-
циировано с мутациями гена UBE3A в локусе
15q11–13. Белок UBE3A важен для всех клеток,
особенно для нейронов головного мозга. Коррек-
ция эпигенетического статуса одного или не-
сколько генов в районе 15q11–13 на хромосоме,
полученной от матери, возможна с помощью на-
правляющей гид-РНК и dCas9-DNMT3A. Было
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доказано, что метилирование DNMT3A в клеточ-
ных линиях стабильно и сохраняется в процессе
митозов [52]. В случае крупной делеции гена
UBE3A на материнском аллеле возможный тера-
певтический подход заключается в удалении эпи-
генетических меток с отцовского аллеля.

Болезнь Паркинсона (БП) – распространен-
ное дегенеративное заболевание, в развитии ко-
торого велика роль генетических факторов [53].
Основные двигательные проявления БП связаны
с гибелью дофаминергических нейронов в обла-
сти чёрной субстанции среднего мозга, и направ-
ленная активация компенсаторных генов может
смягчить симптомы заболевания. Например, ак-
тивация экспрессии эндогенного глиального
фактора роста нервов (GDNF) с помощью кон-
струкции AAV-ZFN-p65 в “паркинсонической”
клеточной линии крыс RIN-m5F показала мно-
гообещающие результаты с позиций нейропро-
текции, что дает новые возможности лечения
нейродегенерации, связанной с БП [54].

Мутация гена SNCA, расположенного на хро-
мосоме 4q21–22 и кодирующего белок альфа-си-
нуклеин, обусловливает развитие моногенной
формы БП с аутосомно-доминантным типом на-
следования. Повышение экспрессии и нарушение
процессинга данного белка являются центральным
звеном молекулярного патогенетического каскада,
ведущего к накоплению в клетке нерастворимых
белковых комплексов и прогрессирующей дегене-
рации дофаминергических нейронов. Используя
технологию редактирования эпигенома с примене-
нием дезактивированного Cas9 (dCas9), слитого с
каталитическим доменом ДНК-метилтрансферазы
3А (DNMT3A), в дофаминергических нейронах из
индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток (ИПСК) пациента с трипликацией SNCA, уда-
лось целенаправленно метилировать CpG-динук-
леотиды в первом интроне и уменьшить уровень
экспрессии мутантного гена. Kantor et al. [55]
предположили, что редактирование эпигенома
при помощи технологией CRISPR-dCas9 можно
рассматривать в качестве нового перспективного
терапевтического подхода для лечения БП.

Синдром ломкой Х-хромосомы характеризуется
умственной отсталостью разной степени выражен-
ности и встречается у обоих полов, но мужчины-ге-
мизиготы страдают этим заболеванием чаще и зна-
чительно тяжелее. Генетической основой данно-
го заболевания является увеличение числа CGG-
повторов в 5'-нетранслируемой области гена FMR1
с последующим метилированием промотора и
инактивацией экспрессии белка FMRP [56]. FM-
RP является РНК-связывающим белком, кото-
рый играет первичную роль в качестве репрессора
трансляции различных мРНК, многие из которых
участвуют в формировании и поддержании нейро-
нальной синаптической функции и пластичности.

В ИПСК пациента с синдромом ломкой Х-хромо-
сомы с помощью конструкции gRNA dCas9-TET1
сняли метилирование в повторах и восстановили
постоянную экспрессию FMR1 в клетках. В нейро-
нах, полученных из отредактированных ИПСК,
был успешно восстановлен здоровый фенотип [56].

Болезнь Гентингтона (БГ) – тяжелое наслед-
ственное нейродегенеративное заболевание, ко-
торое характеризуется нарастающим хореическим
гиперкинезом, деменцией, психопатологическими
расстройствами. Мутация в первом экзоне гена
НТТ, обусловленная экспансией тринуклеотидных
цитозин-аденин-гуаниновых (CAG) повторов,
приводит к синтезу мутантного белка гентингтина,
который оказывает многофакторное цитотоксич-
ное действие на нейроны полосатого тела [57].
Доставка с помощью аденовирусных векторов
химерного белка ZFN-KRAB, используемого для
подавления экспрессии гена HTT, приводила к
значительному снижению уровня экспрессии му-
тантной РНК и белка гентингтина в мозге мышей
линии R6/2, служащих моделью БГ [58].

Репрессоры на основе программируемых ре-
дакторов, способные подавлять экспрессию му-
тантных генов, могут являться перспективным
инструментом в отношении и других мишеней
при различных нейродегенеративных заболева-
ниях из группы церебральных протеинопатий,
сопровождающихся гиперпродукцией аномально
конформированных клеточных белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Открытие системы CRISPR/Cas9 ознаменова-

ло революцию в области генетического и эпигене-
тического редактирования. Создание нуклеазоде-
фектных Cas9 привело к разработке различных
производных CRISPR/dCas9, которые могут быть
использованы для выполнения различных функ-
ций, таких как отслеживание, активация и ре-
прессия транскрипции и редактирование. До не-
давнего времени эпигенетические исследования
основывались только на корреляциях между не-
которыми эпигенетическими модификациями и
регуляцией функции генов (то есть активацией
или молчанием). Редактирование эпигенома сей-
час позволяет непосредственно изучить функци-
ональную значимость определенной эпигенети-
ческой модификации в определенном локусе или
области генома. Использование редактирования
эпигенома и управление эпигенетическими мет-
ками с помощью света, являются перспективным
для генной и эпигеномной терапии. Однако чтобы
сделать редактирование эпигенома безопасным для
терапевтических целей, необходимо дальнейшее
усовершенствование эффективной и неиммуно-
генной доставки редактора с последующей устой-
чивой активностью. И хотя “tag-off” эффект от
действия эпиредакторов может показаться менее
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вредным по сравнению с редактированием генов
системой CRISPR/Cas9, важно сделать редакти-
рование эпигенома как можно более точным из-
за отсутствия полных знаний о регулировании
эпигенома. Исследование редакторов эпигено-
мов на настоящий момент направлено на преодо-
ление этих проблем и, возможно, откроет новые
возможности для лечения нейродегенеративных
и других заболеваний человека.
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Editing the Epigenome in Neurodegenerative Diseases

A. S. Vetchinovaa, E. Yu. Fedotovaa, and S. N. Illarioshkina

aResearch Center of Neurology, Moscow, Russia

Directed genomic editing using the CRISPR/Cas9 system, introduced into practice in recent years and be-
coming one of the most impressive achievements of modern molecular biology, makes it possible to efficient-
ly correct genetic information at the cell level. For therapeutic purposes, it is important to make rapid and
precise changes in the nucleotide sequence of the genome in vivo. And if editing genes includes changing the
DNA nucleotide sequence itself and direct correction of genetic information, then epigenetic editing is aimed
at controlling the expression of certain genes, primarily by changing the methylation status of specified sites
in the genome. By editing epigenomic traits in this way, researchers can determine the exact biological role of
epigenetic modification in the development of a particular pathology. The review presents the fundamental
and technological foundations of epigenomic editing, as well as the current capabilities of this advanced tech-
nology in the study of neurodegenerative diseases.

Keywords: epigenetics, regulation of gene activity, methylation, CRISPR/Cas9, neurodegenerative diseases
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