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Статья посвящена анализу возможных подходов к исследованию механизмов
хранения памяти на уровне долговременных перестроек уровня экспрессии ге-
нов, специфически вовлеченных в формирование и хранение памяти. В настоя-
щее время известно всего несколько генов кандидатов хранения памяти. Разра-
ботки последних двух–трех лет с использованием генетических конструкций,
направленно меняющих работу некоторых генов, демонстрируют возможность
управления работой нервной сети в физиологических и патологических услови-
ях. Комплексные локус-специфические перестройки хроматина в регуляторных
областях генов пластичности в ответ на различные внешние стимулы (обучение),
в конечном итоге, могут предопределять длительные изменения экспрессии этих
генов и, возможно, представляют собой один из путей регуляции материальных
субстратов памяти. Тонкая модуляция работы генома при формировании памяти
достигается, в том числе, посредством локус-специфических изменений эпиге-
нома (посттрансляционные модификации гистонов и метилирование ДНК).
Дальнейшая разработка подходов для селективной эпигенетической регуляции
работы некоторых генов пластичности (редактирование эпигенома) может пред-
ставлять большой интерес для исследования физиологических функций в нерв-
ной системе и коррекции поведенческих реакций, памяти и различных патоло-
гических состояний.
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Одной из основных задач современной нейробиологии является изучение меха-
низмов, лежащих в основе долговременного хранения информации клетками
нервной системы. Несмотря на имеющиеся в изобилии данные литературы о во-
влеченности самых разных молекулярных систем и сопряженных с ними сигнальных
каскадов в формирование памятного следа, их участие в хранении памяти ставится
под сомнение на основании того факта, что блокада этих молекулярных систем
вызывает неспецифические для памяти изменения в работе нервной системы. При
блокаде большинства изученных молекулярных каскадов кроме нарушений памяти
всегда есть и другие изменения функционирования нервных клеток. До настоящего
времени единое мнение о ключевом специфическом механизме, обеспечивающем
длительное поддержание памяти, отсутствует, и в качестве основы хранения памяти
в мозге рассматриваются долговременные изменения активности киназ, повышение
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уровня и изменение субъединичного состава рецепторов в синаптических мембранах,
локальное действие прионоподобных белков, эпигенетические изменения хрома-
тина или же сочетание этих факторов.

СИНАПТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ VERSUS
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ – ЕСТЬ ЛИ ПРОТИВОРЕЧИЕ?

На протяжении долгих лет считалось и считается до сих пор, что кодирование
информации в нейронных сетях и формирование долговременной памяти проис-
ходит на уровне синаптических контактов. Однако в последние годы появляются
данные, противоречащие этой точке зрения. S. Chen с соавт. [1] экспериментально
удалось показать, что при формировании долговременных изменений между двумя
нейронами в культуре главным показателем модификации пластичности является
эффективность связи между нейронами (амплитуда ВПСП), а какие именно си-
напсы из имеющихся между этими нейронами (существовавшие до внешнего по-
тенцирующего воздействия или вновь образованные после этого воздействия) бу-
дут участвовать в поддержании модифицированной эффективности синаптиче-
ской связи, не имеет значения. Фактически в этом простом эксперименте
продемонстрировано, что конкретный одиночный синапс (бутон) не является
ключевым в изменении эффективности связи между нейронами в сети при пласти-
ческих изменениях, что позволяет предположить наличие возможности общей ре-
гуляции из тела (ядра) клетки сразу всех синапсов при пластических модификациях в
нервной сети. Такое рассмотрение места нейрона в сети не отрицает возможности
локальных синаптических долговременных изменений, убедительно показанных
на примере “соревнования синапсов”, когда значительные изменения в несколь-
ких синапсах вызывают достоверные изменения в соседних синапсах, но с другим
знаком, отражая некое гомеостатическое равновесие [2].

Достаточно “туманный”, вызывавший в 70-е годы жаркие дискуссии, феномен –
перенос навыков от обученных животных необученным с помощью так называе-
мых “факторов переноса”, был заново продемонстрирован совсем недавно на мор-
ском брюхоногом моллюске Aplysia californica [3]. В этом эксперименте гемолимфа
обученного животного, очищенная от белковой фракции (целью экспериментато-
ров были микроРНК – эпигенетические факторы), была инъецирована необучен-
ным животным, которые после этого при анализе поведения оказались “обучен-
ными”. Более того, в этой работе показана возможность изменения эффективно-
сти синаптических связей между идентифицированными нейронами in vitro при
внесении в среду фракции гемолимфы, причем наблюдаемые изменения сходны с
наблюдаемыми при выработке долговременной пластичности. Из этих работ на-
прашиваются выводы о том, что когда память формируется, происходит измене-
ние активности определенных генов и именно из генома отправляются управляю-
щие сигналы на периферию к синапсам. А результатом этих процессов являются
структурные изменения синаптических контактов между нейронами, участвовав-
шими в обучении, причем неравнозначность синапсов, в зависимости от их преди-
стории (метапластичность) сохраняется [3, 4]. В самых последних работах показана
возможность влияния микроРНК на эпигенетический статус следующих поколе-
ний, отражающийся в поведении Caenorhabditis elegans [5]. Безусловно, это являет-
ся особенностью развития организмов, живущих около 3 недель, но, вне всяких со-
мнений, говорит о возможности влияния эпигенетических регуляторов на работу
нервной системы в процессе обучения. Запуск адаптационных изменений (пла-
стичности) в нервной системе у этого животного происходит с участием сенсорных
нейронов, равно как и запуск защитной системной стрессорной реакции, приводя-
щей к эпигенетическим изменениям [6, 7].



1394 БАЛАБАН, БОРОДИНОВА
Перед нейробиологами стоит довольно важный вопрос о специфичности изме-
нений работы генов, происходящих в нейронах и опосредующих функциональную
реорганизацию определенной сети нейронов животного в поведенческих парадиг-
мах. Не совсем понятно, каким образом в сети нейронов в ответ на строго опреде-
ленный набор внешних стимулов одновременно происходит активация некоторых
генов пластичности и подавление отдельных генов-репрессоров памяти [8]. Некое
преимущество в этом смысле дает понимание тонких механизмов эпигенетической
регуляции транскрипции различных генов. Особенностью эпигенетических изме-
нений является кажущееся необходимым изменение экспрессии для всех генов
(неспецифическое ингибирование гистондеацетилаз, например) и во всех ком-
партментах нейрона одновременно, с одинаковой эффективностью. На самом деле
это совсем не так. Для многих эпигенетических регуляторов, в том числе для бути-
рата натрия, установлено, что они влияют не более, чем на 2% всех генов, которые
иногда даже называют генами пластичности [9]. Именно эти гены пластичности и
являются объектом для физиологического исследования, а поиск специфических
механизмов тонкой эпигенетической регуляции работы этих генов представляет
самую актуальную задачу нейробиологии.

Исследования эпигенетических изменений, связанных с процессом памяти, все
еще находятся на ранней стадии. Ранее эпигенетические модификации рассматри-
вались в основном в аспекте развития и дифференциации [10]. Позднее было пока-
зано, что во взрослой нервной системе эти же механизмы вовлекаются в процессы
формирования и поддержания долговременной памяти [11–13]. Система эпигене-
тического контроля экспрессии генов пластичности представляет собой довольно
сложную комбинацию врéменных посттрансляционных модификаций гистонов
(ацетилирование, метилирование и.т.д.), сочетание которых может предопреде-
лять изменение профиля метилирования ДНК, и соответственно обеспечивать
долговременную локус-специфичную модуляцию работы некоторых генов пла-
стичности.

Ацетилирование гистонов является одним из критических факторов в регуляции
процессов синаптической пластичности и памяти [12, 13]. Определенный уровень
ацетилирования гистонов в клетке поддерживается благодаря работе двух групп фер-
ментов с низкой селективностью в отношении мишеней – гистондеацетилаз (HDAC)
и гистонацетилтрансфераз (HAT). Изменение ацетилирования гистонов напрямую
влияет на степень доступности ДНК для разных транскрипционных факторов и мо-
жет коррелировать с уровнем транскрипции некоторых генов. Было неоднократно
показано, что в норме процесс обучения сопровождается локальными и специфич-
ными перестройками хроматина в различных областях мозга [14–17]. Применение
различных неселективных ингибиторов HDAC сдвигает существующий баланс в сто-
рону увеличения ацетилирования гистонов и приводит к улучшению обучаемости
животных [14, 18–21]. Напротив, снижение ацетилирования гистонов, похоже, при-
водит к ухудшению долговременной памяти или ее угашению [22–24].

Одним из факторов, влияющих на структуру хроматина в определенных локусах,
является уровень метилирования гистонов, который зависит от работы различных,
довольно избирательных по своему действию представителей гистонметилтранс-
фераз (HMT) и гистондеметилаз (HDM). Изменение количества незаряженных
метильных групп на гистонах не способно вызывать конформационные изменения
хроматина напрямую, как это происходит при добавлении больших отрицательно
заряженных ацетильных групп. Однако метилирование гистонов создает условия
для рекрутирования различных метил-связывающих белков, участвующих в реор-
ганизации хроматина [25]. Взаимодействие метил-связывающих регуляторных
белков с участками хроматина довольно избирательно и зависит от положения и
количества метильных меток, поэтому сайт-специфичное метилирование гистонов
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может быть сопряжено как с репрессией, так и активацией транскрипции [11, 13].
Было убедительно показано, что различные поведенческие парадигмы сопровож-
даются динамическими изменениями метилирования гистонов в различных обла-
стях мозга [11, 13, 15, 26, 27]. В нескольких работах было показано, что блокирова-
ние HMT приводит к улучшению обучаемости животных [26–28]. Напротив, по-
давление активности HDM сопряжено с нарушениями памяти [29, 30].

В физиологических условиях изменения статуса ацетилирования и метилирования
гистонов происходят параллельно и могут быть функционально взаимосвязаны.
При обучении различные посттрансляционные модификации гистонов могут быть
вовлечены в реорганизацию хроматина, фактически создавая основу для долговре-
менных локус-специфических изменений статуса метилирования ДНК. В некото-
рых работах было описано, что присутствие определенных меток метилирования
гистонов может быть сопряжено с характером метилирования ДНК в этих участ-
ках, и даже наоборот, характер метилирования ДНК влияет на уровень ацетилиро-
вания и метилирования гистонов в соответствующих регионах [13, 31]. Таким обра-
зом, комплексные локус-специфические перестройки хроматина в регуляторных
областях генов пластичности в ответ на различные внешние стимулы (обучение), в
конечном итоге, могут предопределять длительные изменения экспрессии этих ге-
нов и, возможно, представляют собой один из путей регуляции материальных суб-
стратов памяти.

ГЕНЫ ПЛАСТИЧНОСТИ – МИШЕНИ
ДЛЯ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ

Выяснение молекулярных механизмов памяти остается одним из главных во-
просов современной нейробиологии. Формирование долговременной памяти под-
разумевает целый комплекс молекулярных событий в строго определенных ком-
партментах нервной сети и нервной клетки. Имеющиеся в литературе данные поз-
воляют считать, что формирование и хранение памяти проходит несколько стадий
на молекулярном, клеточном и системном уровнях. После приобретения опыта и
адаптации организма к новым условиям в течение десятков минут (кратковремен-
ная память), новые ассоциации и опыт могут быть зафиксированы в форме долго-
временной памяти с помощью механизма консолидации памяти [4]. В разные годы
ключевую роль в механизмах формирования и хранения памяти приписывали раз-
личным белковым молекулам – регуляторам синаптической пластичности, таким
как протеинкиназа А, CREB, CAMKII, MAPK, BDNF и некоторые другие [32, 33].
При исследовании механизмов памяти большое внимание уделялось изучению
представителей семейства немедленных ранних генов, многие из которых выпол-
няют функцию транскрипционных факторов [33]. Одно время интерес исследова-
телей был прикован к некоторым фосфатазам, как негативным регуляторам памяти
[34–36]. В 2000-х годах были описаны представители семейства атипичных проте-
инкиназ C (aPKC), которые играют важнейшую роль в долговременных пластиче-
ских изменениях в нервной системе [32, 37–40]. Оказалось, что aPKC довольно се-
лективны, поскольку подавление их активности в определенной структуре мозга
избирательно нарушало тот памятный след, формирование которого в норме про-
исходит с участием именно этой области мозга [41–43]. При этом стирание памят-
ного следа не сопровождалось нарушениями других процессов жизнедеятельности,
и, более того, никак не влияло на формировании нового памятного следа или по-
вторную выработку той же самой памяти [44, 45]. Кроме того, вновь сформирован-
ный памятный след можно было повторно стереть с помощью блокатора aPKC [46].
Полученные данные обусловили большой интерес исследователей к атипичным
протеинкиназам С, в частности, протеинкиназе Сλ (PKCλ), вовлеченной в форми-
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рование кратковременной (ранней) памяти, и, в особенности, к нейрон-специ-
фичной протеинкиназе Mζ (PKMζ) которая обеспечивает формирование и хране-
ние долговременной памяти [38, 47–50]. На сегодняшний день PKMζ является
единственной молекулой, необходимость и достаточность активности которой для
поддержания долговременных пластических изменений в мозге подтверждена экс-
периментально.

Безусловно, упомянутые выше белковые регуляторы в большей или меньшей
степени необходимы для модуляции эффективности связей нейронов и реализа-
ции процесса обучения. Однако короткая продолжительность жизни любой белко-
вой молекулы ставит под сомнение факт ее участия в длительном хранении инфор-
мации. По всей видимости, хранение памятного следа сопряжено с продолжитель-
ным изменением работы некоторых генов, кодирующих белки пластичности. Изме-
нение профиля экспрессии генов может контролироваться эпигенетически по-
средством перестроек хроматина (посттрансляционные модификации гистонов) и
метилирования ДНК [11–13]. В какой-то мере, эпигенетические изменения явля-
ются интерфейсом между синаптической активностью нейронов и геномом, реаги-
руя на функциональную активность нервной системы и изменяя работу генома пу-
тем регуляции экспрессии. Однако при всей очевидности роли эпигенетических
факторов в регуляции памяти, описание специфических генов-мишеней и молеку-
лярных механизмов их эпигенетического контроля очень разрозненно и не позво-
ляет выстроить целостную картину. По имеющимся данным мишенями для эпиге-
нетической регуляции могут служить некоторые ранние гены (Fos, Egr1), поздние
гены Bdnf и Reln, продукты которых участвуют в регуляции синаптической пла-
стичности [8, 26, 27, 51]. Особый интерес могут представлять гены атипичных про-
теинкиназ (Prkcz, Prkci) и фосфатаз (Ppp1, Ppp3), поскольку кодируемые ими белки
являются одними из ключевых регуляторов пластичности и памяти [34–36, 44, 45,
50, 52]. В литературе существуют разрозненные данные о регуляции транскрипции
aPKC [43]. В одной из последних работ нам удалось обнаружить, что гены, кодиру-
ющие атипичные протеинкиназы, являются потенциальными молекулярными ми-
шенями для эпигенетической регуляции [53].

Продолжение исследования возможных молекулярных мишеней, избирательно
вовлеченных в формирование и хранение специфичного памятного следа, а также
поиск новых подходов для специфичного управления активностью этих молеку-
лярных мишеней представляются перспективным направлением современной
нейробиологии. Полученные данные помогут расширить наши представления о
базовых физиологических механизмах обучения и памяти, а также найти решения
для коррекции некоторых патологий.

СОВРЕМЕННЫЕ НЕЙРОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ УПРАВЛЕНИЯ
ФИЗИОЛОГИЧЕСКИМИ ПРОЦЕССАМИ В НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ

Таргетная регуляция транскрипционной активности генов

Активация клеток in vitro и различные физиологические нагрузки in vivo (обучение,
визуальные стимулы) могут запускать различные транскрипционные программы
как часть адаптивного ответа на внешние стимулы [54–56]. В ответ на стимулы раз-
ной длительности (нерелевантные или релевантные) в клетке могут быть запущены
одна (немедленные ранние гены) или несколько волн транскрипции (гены раннего
и позднего ответа), отличающихся по временной динамике [57]. Таким образом,
динамические изменения экспрессии генов могут быть одним из ключевых факто-
ров для коррекции поведенческих реакций, памяти и различных патологических
состояний.
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В последние годы в биологии на основе системы редактирования генома CRISPR
был разработан достаточно специфичный способ управления активностью строго
определенных генов. Метод заключается в направленном изменении транскрип-
ционной активности генов-мишеней за счет высокоспецифичного таргетирования
комплексов мутантного белка dCas9 (dead Cas9) с активаторными (VP64, VPR) или
репрессорными белками (KRAB) в регуляторные области выбранных генов. В от-
личие от стандартного метода CRISPR-Cas9, позволяющего редактировать отдельные
гены, система на основе CRISPR-dCas9 содержит каталитически неактивный бе-
лок (dead Cas9), неспособный разрезать ДНК, но достаточный для распознавания
участков ДНК и связывания с ними в составе различных активаторных/репрессор-
ных комплексов (рис. 1). Управление транскрипционной активностью генов на-
прямую с помощью системы CRISPR-dCas9, соединенной с транскрипционным
активатором/репрессором (рис. 1А), начинают активно использовать в нейробио-
логических исследованиях. К примеру, оптимизация протокола активации некото-
рых генов пластичности с помощью системы dCas9-VPR позволила увеличивать
экспрессию индивидуальных транскриптов мультипромоторного гена Bdnf in vitro,
что сопровождалось модуляцией экспрессии некоторых других генов пластично-
сти и функциональными перестройкам нейрональной сети [58]. Применение дан-
ной методики in vivo позволило управлять экспрессией генов пластичности в от-
дельных регионах мозга крыс и модулировать работу всей сети [58, 59]. Разработка
комплексов dCas9-KRAB для репрессии целой группы генов, продукты которых
обеспечивают эффективную секрецию нейромедиаторов, позволила модулировать
эффективность синаптической передачи в популяциях глутаматергических и
ГАМКергических нейронов гиппокампа [59]. Авторы показали, что dCas9-KRAB-
опосредованное изменение баланса возбуждения/торможения в гиппокампе мы-
шей может влиять на их способность к обучению и на формирование у животных
пространственной и контекстной памяти.

Таргетирование конструкций с dCas9 может быть применено для исследования
и коррекции нейропсихиатрических расстройств (шизофрения) и некоторых пато-
логий (синдром ломкой Х хромосомы, FXS (Fragile X Mental Retardation)). Первые
результаты на культурах эмбриональных стволовых клеток пациентов с FXS пока-
зали, что активность гена FMR1, экспрессия которого нарушена при данной пато-
логии, может быть восстановлена с помощью системы dCas9-VP192 [60]. Надо за-
метить, что изменение активности гена FMR1 не сопровождалось увеличением ко-
личества белковых продуктов этого гена, что требует комплексного рассмотрения
проблемы. В одной из работ была показана возможность использования комплек-
сов dCas9 с VP64, VPR или KRAB для модуляции эндогенной экспрессии некото-
рых потенциальных генов из группы риска развития шизофрении [61]. Стоит заме-
тить, что авторы наблюдали большую вариабельность эффектов, а в некоторых слу-
чаях и отсутствие эффектов, в клеточных линиях от разных пациентов и при
использовании разных направляющих/гидовых РНК (guide RNA) [61]. Вариа-
бельность эффектов при использовании комплексов dCas9 с VP64 была описана в
работе V. Baumann и соавторов при попытке модулировать экспрессию гена Sox1, од-
ного из важнейших факторов нейрональной дифференцировки [62]. Оказалось, что
эффективность применяемых dCas9-VP64 конструкций низка в клетках с высоким
уровнем метилирования ДНК в регуляторных областях Sox1. Однако направленное
изменение архитектуры хроматина с помощью белков p300 и Tet1 (ацетилирование
гистонов и деметилирование ДНК соответственно) позволяет преодолеть барьер ак-
тивации Sox1 и запускает перепрограммирование клеток по нейрональному пути [62].

Таким образом, выбор стратегии регуляции транскрипционной активности от-
дельных генов напрямую (рис. 1А) зависит от архитектуры хроматина в целевой об-
ласти гена, поскольку присутствие репрессорных меток существенно ограничивает
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Рис. 1. Способы регуляции транскрипционной активности генов с помощью генетических конструк-
ций. Схематическое изображение целевого гена с участками потенциальных/активных энхансеров и ак-
тивной промоторной областью. А. Таргетирование комплексов мутантного белка dCas9 (dead Cas9) с ре-
прессорными (KRAB) или активаторными (VP64, VPR) элементами в регуляторные области целевых ге-
нов (энхансеры, промоторы). Связывание dCas9-KRAB (слева) или dCas9-VP64/VPR (в середине) с
энхансерными областями может привлекать дополнительные активаторные или репрессорные белки,
которые определяют уровень активности энхансера. Выключение энхансера может привести к наруше-
нию/подавлению транскипции гена, тогда как активация энхансера может приводить к запуску/увели-
чению транскрипции гена. Связывание dCas9-KRAB или dCas9-VP64/VPR с промоторными участками
гена (справа) также может привлекать дополнительные репрессорные или активаторные белки и напря-
мую влиять на транскрипционную активность гена. Б. Таргетирование комплексов dCas9 с фермента-
ми-модуляторами архитектуры хроматина. Комплексы dCas9 с гистонметилтрансферазами (HMT, на-
пример Ezh2) или гистондеацетилазами (HDAC) могут связываться с энхансерными участками (слева),
вызывать локальные модификации хроматина, переводя энхансер в неактивное состояние. Напротив,
комплексы dCas9 с гистонацетилтрансферазами (HAT, например, p300) (в середине), вызывают локаль-
ное ацетилирование гистонов и могут приводить к активации энхансера и, возможно, активации тран-
сркипции гена. Связывание комплексов dCas9 с HAT/HDAC или HMT/HDM (гистондеметилазами) с
промотором целевого гена (справа) приводит к локальным изменениям уровня ацетилирования или ме-
тилирования гистонов, соответственно, и может повлиять на транскрипционную активность гена.
В. Таргетирование комплексов dCas9 с ферментами-модуляторами структуры ДНК (ДНК-метилтранс-
феразы, например DNMT3a; ДНК-деметилазы, например Tet1) в регуляторные GC-богатые области
влияет на уровень метилирования ДНК и надолго изменяет экспрессию целевых генов.
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эффективность проводимых манипуляций. Поэтому все большей популярностью
пользуются другие, более тонкие способы управления активностью генов, в част-
ности точечное редактирование эпигенома в регуляторных областях генов-мишеней.
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Регуляция транскрипционной активности генов посредством
редактирования эпигенома

Изменения, происходящие на молекулярном уровне, тесно сопряжены с эпиге-
нетическими перестройками хроматина. Было показано, что динамические изме-
нения представленности определенных модификаций гистонов зависят от харак-
теристик (силы и длительности) приходящих стимулов [15, 26, 63]. Модуляция
эпигенетического статуса с помощью селективных блокаторов тех или иных эпиге-
нетических регуляторов может приводить к изменению реакции на подпороговые
стимулы и появлению нормального физиологического ответа [19, 23, 64]. В ранних
работах было хорошо изучено, что искусственное изменение работы различных
эпигенетических регуляторов способно повлиять на динамику активности различ-
ных генов пластичности и характер поведенческого ответа на определенные стимулы
[11–13].

До недавнего времени единственным способом управления состоянием эпигено-
ма было использование трансгенных животных, применение ингибиторов различ-
ных эпигенетических агентов либо изменение их активности с помощью генетиче-
ских конструкций (РНК-интерференция, оверэкспрессия). Минусом таких манипу-
ляций являлось вмешательство в базовые физиологические процессы, не всегда
специфичные для обучения и памяти, а также достаточно низкая селективность по
отношению к определенным, вполне конкретным генам-мишеням. Стоит заметить,
что применение данных методик может затруднять сопоставление последствий акти-
вации/репрессии генов в покое и при физиологических нагрузках и интерпретиро-
вать полученные результаты с позиции нормальной физиологии клетки.

Однако существуют гораздо более тонкие системы управления транскрипцией,
позволяющие редактировать эпигеном в регуляторных областях целевых генов с
помощью той же системы CRISPR-dCas9, но ассоциированной с важнейшими
эпигенетическими регуляторами (HDAC, HAT, HMT, HDM) (рис. 1Б). Использо-
вание систем dCas9 в комбинации с гистонацетилтрансферазами (HAT) или ги-
стонметилтрансферазами (HMT) представляет большой интерес при изучении роли
энхансеров (удаленных регуляторных элементов) в тонкой модуляции работы генов
[65, 66]. Существенным отличием такой системы является специфичность, по-
скольку модуляция эпигенетического ландшафта в рамках какого-то определенного
гена не обязательно гарантирует изменение его активности, однако может повы-
шать/снижать вероятность транскрипции при определенных физиологических на-
грузках [66, 67]. К примеру, было показано, что экспрессия Fos, одного из генов
пластичности, в ответ на различные стимулы (аппликация Bdnf, химическая акти-
вация клеток с помощью KCl) возможна благодаря избирательной стимул-специ-
фичной активации разных энхансеров и в разных комбинациях [66]. Направленное
подавление активности какого-либо конкретного энхансера с помощью систем
dCas9-KRAB или dCas9-HDAC8 препятствует стимул-специфичной индукции тран-
скрипции Fos [66, 67]. С другой стороны, аккумулирование дополнительных актив-
ных меток H3K27ac в энхансерных областях Fos с помощью комплекса dCas9-p300
увеличивает продолжительность экспрессии гена в ответ на стимуляцию, что, в ко-
нечном итоге, выражается в изменении некоторых мембранных характеристик
нейронов [67]. Управление работой энхансеров активно разрабатывается и на in vivo
уровне. Таргетирование комплексов dCas9-HDAC8 в энхансеры гена Fos и локаль-
ное деацетилирование гистонов нарушало индукцию транскрипции Fos в гиппокам-
пе в ответ на сенсорные стимулы [67]. На модели эмбрионов рыбы Oryzias latipes был
применен подход таргетного редактирования эпигенома с помощью dCas9-Ezh2 и
увеличения количества репрессорных меток H3K27me3 в регуляторных (энхансер-
ных) участках генов in vivo [68], что может быть использовано для избирательного
выключения отдельных энхансеров и исследования их роли в различных клеточ-
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ных процессах. Стоит обратить особое внимание на работу, в которой на не-нейро-
нальных клетках показали преимущества метода редактирования эпигенома (с по-
мощью dCas9-p300) для перепрограммирования удаленных участков генома, не не-
сущих специальных функций, в функционально активные энхансер-подобные
элементы, взаимодействующие с промоторной областью генов и контролирующие
их экспрессию in vitro [69].

Таким образом, изменение архитектуры хроматина может не только влиять на
кинетику транскрипции генов, связанных с пластичностью, но и создавать новые
регуляторные элементы в геноме, что и открывает интересные возможности для
исследования механизмов базовых физиологических процессов и развития неко-
торых патологий.

Долговременный контроль экспрессии генов.
Редактирование профиля метилирования ДНК

Точечное редактирование эпигенома с помощью белка dCas9, ассоциированного
с различными эпигенетическими модуляторами, может носить временный харак-
тер и через некоторое время система контроля транскрипции возвращается к базо-
вому состоянию. При этом в физиологических условиях перестройки хроматина
могут быть долговременными и опосредовать продолжительную репрессию/акти-
вацию некоторых генов. В качестве одного из подходов для устойчивого, долговре-
менного контроля активности генов можно рассмотреть редактирование эпигенома
посредством метилирования/деметилирования ДНК (рис. 1В). В одной из послед-
них работ удалось показать, что одновременное избирательное метилирование ги-
стонов (H3K27me3 с помощью dCas9-Ezh2) и ДНК (с помощью dCas9-DNMT3a) в
линиях клеток позволяет запрограммировать систему на длительное, локус-специ-
фичное подавление активности отдельных генов, что представляет, своего рода,
эпигенетическую память клетки [70]. Направленное метилирование ДНК может
быть использовано для коррекции патологий путем подавления активности от-
дельных генов, вовлеченных в патогенез различных заболеваний. Так, например,
ген SNCA, кодирующий альфа-синуклеин, считается одним из генетических фак-
торов риска для развития болезни Паркинсона и в норме имеет высокий уровень
метилирования. Было показано, что направленное метилирование SNCA с помо-
щью dCas9-DNMT3a в индуцированных плюрипотентных стволовых клетках (iPSC,
induced pluripotent stem cells) пациентов с болезнью Паркинсона “выключает” не-
желательный ген и восстанавливает нормальный фенотип развивающихся из iPSC
нейронов [71].

Избирательное деметилирование ДНК (гидроксиметилирование) с помощью си-
стемы dCas9-Tet1 позволяет добиться обратного, продолжительного увеличения ак-
тивности отдельных генов (FMR1, Dchs1), необходимых для развития и нормальной
работы мозга [72, 73]. Было показано, что активное деметилирование ДНК играет
роль в регуляции экспрессии нейрональных генов и установлении нейронального фе-
нотипа в мозге мышей в ходе кортикогенеза [73]. Использование системы dCas9-Tet1
для локус-специфичного гидроксиметилирования регуляторной области гена Dchs1,
вовлеченного в регуляцию развития мозга, было достаточным для модуляции актив-
ности этого гена и влияния на миграцию нейронов и формирование кортикальных
отделов мозга мышей [73]. Известно, что при патологических состояниях, таких как
синдром ломкой Х хромосомы (FXS), происходит смещение баланса в сторону мети-
лирования ДНК в регуляторных областях некоторых генов, что приводит к сниже-
нию их экспрессии [72]. Однако редактирование эпигенома в регуляторных областях
искомых генов (FMR1) с помощью системы dCas9-Tet1 позволяет восстановить нор-
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мальную активность искомых генов в iPSC клетках пациентов и восстанавливает
нормальный фенотип нейронов, развивающихся из этих iPSC клеток [72].

Таким образом, системы для устойчивого редактирования эпигенома имеют
большой потенциал в рамках исследования развития мозга и разработки подходов
для коррекции патологических состояний.

Современные подходы регуляции транскрипции
генов с привлечением оптогенетики

Сочетание методов оптогенетики с системой CRISPR-dCas9 для малоинвазив-
ного точечного редактирования эпигенома имеет большой потенциал в нейробио-
логических и медицинских исследованиях. Идея оптогенетического контроля
транскрипции была реализована посредством создания белков dCas9 со встроен-
ным светочувствительным доменом, реагирующим на свет определенного спектра
(синий свет) [74]. Однако, полученные конструкции показали ряд недостатков, таких
как высокая токсичность и небольшая рабочая область (вследствие ограничения зоны
распространения света). Сравнительно недавно был сконструирован принципи-
ально новый белок dCas9, соединенный с бактериальным фитохромом с функцией
активации в дальнем красном свете, позволяющий эффективно стимулировать
транскрипционную активность генов-мишеней с помощью оптогенетических ме-
тодов [75]. Первые данные с использованием различных фотоактивируемых эле-
ментов оказались весьма интересными и показали, что светочувствительные кон-
струкции CRISPR-dCas9 (в синем и дальнем красном свете) позволяют одновре-
менно стимулировать экспрессию нескольких заданных генов и оптогенетически
контролировать нейрональную дифференцировку iPSC клеток мыши [74, 75]. Кроме
того, в одной из работ авторы продемонстрировали возможности использования
данных конструкций in vivo, в частности, для фотоактивации генов, необходимых
для регенерации мышц при мышечной дистрофии и миопатиях [75].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем обзоре были приведены некоторые аргументы в пользу пересмотра
устоявшегося мнения об исключительно синаптической природе механизмов хра-
нения памяти. Экспериментальные данные последних лет подчеркивают важность
процессов, протекающих в ядре клетки, для реорганизации нейрональной сети и
развития адекватного поведенческого ответа на внешние стимулы. Обучение со-
провождается градуальным, стимул-специфичным изменением активности опре-
деленных генов-регуляторов памяти в определенных регионах мозга, что может
приводить к локальным изменениям функциональных синаптических характери-
стик нейронов и изменению роли отдельных нейронов в сети. Разработки послед-
них двух–трех лет с использованием генетических конструкций, направленно ме-
няющих работу некоторых генов, демонстрируют возможность управления работой
нервной сети в физиологических и патологических условиях. Тонкая модуляция
работы генома при реализации механизмов памяти достигается, в том числе, по-
средством локус-специфических изменений эпигенома (посттрансляционные мо-
дификации гистонов и метилирование ДНК). Дальнейшая разработка подходов
для тонкой, селективной эпигенетической регуляции работы некоторых генов пла-
стичности может представлять большой интерес для исследования физиологиче-
ских функций в нервной системе и коррекции поведенческих реакций, памяти и
различных патологических состояний.
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Neurogenetic Technologies of Memory Maintenance Investigation
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Abstract—The paper is devoted to analysis of potential approaches for investigation of
memory mechanisms based on long-term changes in the expression patterns of genes,
specifically involved in memory formation and maintenance. At present, just a few
genes-candidates involved in memory maintenance are known. Recent investigations
demonstrate a possibility to control neural network activity in physiological and patho-
logical conditions using specific genetic constructs that were designed to change the ex-
pression of certain genes. Complex locus-specific chromatin rearrangements in regula-
tory regions of the plasticity genes, triggered by different external stimuli (such as learn-
ing), can eventually induce long-term changes in the expression of these genes, and
potentially represent one of the instruments for regulation of memory substrates. Precise
modulation of the genome functioning can be achieved through site-specific epigenetic
changes, such as posttranslational histone modifications and DNA methylation. The de-
velopment of new approaches for selective epigenetic modulation of the plasticity genes
(e.g. epigenome editing) can be a powerful instrument for investigation of neural net-
work physiology, changes in behavior, memory and pathologies of the nervous system.

Keywords: neuron, memory, synaptic plasticity, epigenetics, gene expression, epigenome
editing
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