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CRISPR/Cas – это революционные технологии для направленного редактирования генома и эпиге-
нома, позволяющие включать/выключать, а также модифицировать практически любой ген. Эти
технологии обладают значительным потенциалом как для фундаментальных исследований, в том
числе в области когнитивных наук, так и для терапии когнитивных расстройств. С помощью тех-
нологии CRISPR/Cas можно модифицировать гены человека, животных, растений
и микроорганизмов и регулировать их экспрессию, что достаточно просто технически и не очень
затратно. Данный обзор посвящен использованию CRISPR/Cas для исследования молекулярных
механизмов функционирования центральной нервной системы (ЦНС) в норме и при патологиях.
Основные трудности применения CRISPR/Cas для редактирования генома в ЦНС связаны со
сложностью ее строения, неделимостью нейронов и наличием гематоэнцефалического барьера.
Для изучения функций генов в ЦНС часто необходимо редактировать одновременно несколько ге-
нов, причем в разных структурах и клетках мозга. В обзоре обсуждены достижения последних лет,
связанные с адаптацией технологий CRISPR/Cas для генетических модификаций и регуляции экс-
прессии генов в нейронах in vitro и in vivo. Последний раздел обзора будет посвящен возможностям
применения этих технологий для коррекции когнитивных дисфункций на модельных животных и
потенциальным терапевтическим подходам для лечения заболеваний, связанных с когнитивными
нарушениями у людей.
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Технологии направленного редактирования
генома CRISPR/Cas позволяют модифицировать
гены-мишени, удалять или вставлять новые. Поз-
же эти технологии были адаптированы для регу-
ляции экспрессии генов на уровне транскрипции
и редактирования эпигенома, что открывает пер-
спективы для включения или выключения экс-
прессии гена в строго определенные временные
рамки и, что важно, эти изменения обратимы.
С помощью технологии CRISPR/Cas можно мо-
дифицировать гены человека, животных, расте-
ний и микроорганизмов или регулировать их экс-
прессию, что достаточно просто технически и не
очень затратно. За последние несколько лет до-
стигнуты огромные успехи в редактировании ге-
нома с помощью CRISPR/Cas. Была значительно
повышена эффективность, клеточная специфич-
ность и целевая направленность CRISPR/Cas-
опосредованного нокаута и генной коррекции
[52, 60]. Произошел значительный прогресс от

направленной модификации генов к трехмерной
инженерии генома, что позволит лучше понять
механизмы регуляции экспрессии генов при
адаптивных перестройках [110]. Ученые надеются,
что с использованием технологий CRISPR/Cas
можно будет лечить тяжелые заболевания, в том
числе моногенные генетические [107]. Кроме того,
системы CRISPR/Cas обладают большим потен-
циалом для адресной доставки лекарств и их вы-
свобождения, что важно для развития персонали-
зированной медицины. Данный обзор посвящен
перспективам использования CRISPR/Cas для
исследования молекулярных механизмов функ-
ционирования ЦНС и потенциальным терапев-
тическим подходам для лечения заболеваний,
связанных с когнитивными нарушениями. Ос-
новные трудности применения CRISPR/Cas для
редактирования генома в ЦНС связаны со слож-
ностью ее строения и неделимостью нейронов;
кроме того, нервная система ограждена гематоэн-
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цефалическим барьером и поверхностно недо-
ступна. Для изучения функций генов в нервной
системе часто необходимо редактировать одно-
временно несколько генов, причем в разных
структурах и клетках мозга, что требует введения
конструкций, обладающих высокой клеточной
специфичностью. Данная область в настоящее
время находится в стадии интенсивных
разработок [88]. В настоящее время технологии
CRISPR/Cas непрерывно совершенствуются [из
различных видов бактерий выделяются
CRISPR/Cas, обладающие различными новыми
свойствами, которые, к тому же, путем генно-ин-
женерных манипуляций наделяются нужными
характеристиками], что позволяет в ближайшее
время ожидать большой прогресс в этой области.

ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ CRISPR/CAS

В CRISPR/Cas-технологиях используется си-
стема CRISPR, открытая Франсиско Мохика, ко-
торая лежит в основе адаптивного иммунитета у
бактерий. Исследуя древние бактерии Археи, он
обнаружил наличие у них повторяющихся, иден-
тичных палиндромных последовательностей ДНК,
разделенных уникальными последовательностя-
ми – спейсерами. Эти кластерные структуры бы-
ли названы CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats). Дальнейшие исследова-
ния Мохика показали, что последовательности
нуклеотидов многих спейсеров совпадают с по-
следовательностями геномов вирусов, паразити-
рующих на данных бактериях, и предположил, а
впоследствии и доказал, что CRISPR система –
это основа адаптивного иммунитета бактерий.
В 2005 году он с трудом опубликовал на эту тему
первую публикацию, которая сначала была от-
клонена несколькими крупными научными жур-
налами, как не представляющая интереса и была
опубликована только спустя 2 года [72]. К 2002 го-
ду были обнаружены белки Cas (CRISPR-associated
sequence), кодируемые генами, обычно располо-
женными рядом с CRISPR-кассетами [41]. Белки
CAS являются нуклеазами, они способны разре-
зать ДНК и соответственно уничтожать бактери-
альных паразитов. Прокариотические CRISPR
кодируют две РНК, одна из них tracrRNA (тран-
сактивируемая CRISPR-RNA), обеспечивающая ак-
тивацию белка Сas, а другая crRNA (CRISPR-RNA),
кодируемая спейсером, узнает ген-мишень, и
комплементарно с ним связывается. При попада-
нии вируса в клетку, белки Cas в комплексе с crRNA
узнают вирус, и, если в спейсерах есть информация о
данном вирусе (последовательность РНК, компле-
ментарная последовательности спейсера), то белки
Cas активируются связанными с ними tracrRNA, раз-
резают вирусную ДНК и уничтожают ее. Впослед-
ствии было показано, что CRISPR- кассета с после-
довательностями, кодирующими белки CAS

(CRISPR/CAS), составляет систему противови-
русной защиты большинства прокариот [73].

В 2012 году Дженнифер Дудна и Эммануэль
Шарпантье из Университета Беркли показали,
что бактериальный комплекс CRISPR/Cas9 при-
годен для расщепления практически любой двух-
цепочечной ДНК (дцДНК) и тем самым может
быть эффективным инструментом для редакти-
рования геномов любых организмов [43]. Для удоб-
ства работы они объединили tracrRNA с crRNA в
единый транскрипт, названный sgRNA, добавили
последовательность, кодирующую Cas9, и полу-
чили конструкцию для направленного расщепле-
ния любой ДНК-мишени, комплементарной не-
большому участку sgRNA. Система CRISPR/Cas9
оказалась значительно более точной для сайт-
специфического расщепления ДНК по сравне-
нию с технологиями, использовавшимися ранее,
а также значительно менее трудоемкой и менее
дорогостоящей. Впоследствии группа Джорджа
Черча и Фенг Жанга из Института Броуда экспе-
риментально показали, что CRISPR/Cas9 спо-
собны работать в клетках многих эукариотов, в
том числе человека [19].

Комплексы CRISPR/Cas, состоящие из белка
Cas и sgRNA, могут быть экспрессированы в клет-
ках при помощи ДНК плазмид, ДНК-вирусов, а
также с помощью молекул РНК. Кроме того, воз-
можна прямая доставка очищенного белка Cas в
комплексе с искусственно синтезированной gRNA
в виде рибонуклеиновых комплексов (RNP) или
наночастиц/наноклубков [97]. В первом случае по
замыслу экспериментатора собирается конструк-
ция, состоящая из последовательностей ДНК, ко-
дирующих белок CAS и sgRNA (tracrRNA + crRNA),
а также промоторов, обеспечивающих запуск
транскрипции. В crRNA закодирован РНК-гид,
комплементарный участку гена, который плани-
руется модифицировать. Схема конструкции
представлена на рис. 1а.

Далее конструкция CRISPR/Cas встраивается
в плазмиду/упаковывается в вирусные частицы, и
осуществляется трансфекция/инфекция клеток-
мишеней. В клетках происходит синтез белка
Сas9 и sgРНК. Комплекс sgРНК–Cas9 распознает
искомый участок ДНК клетки, и Сas9 создает
двухцепочечный разрез (DSB) в ДНК, если в ней
содержится локус РАМ (последовательность нук-
леотидов 5'-NGG (где N – любой нуклеотид)).
(рис. 1б). После чего клетка запускает механизм
репарации (зашивания) ДНК с негомологичным
соединением концов (NHEJ), при котором часто
возникают инсерционные и делеционные мута-
ции (инделы). Если в данном месте происходит
вставка или удаление нуклеотидов, не кратных
трем, то возникает сдвиг рамки считывания, что
часто ведет к нокауту (выключению) гена, или,
если делеция кратна трем, происходит удаление
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одной или нескольких аминокислот [19, 43, 67].
С более низкой вероятностью может происходить
гомологически направленная репарация (HDR)
и, если в систему внесена донорская ДНК-матрица,
то она может быть вставлена (скопирована) в об-
ласть разрыва, что позволяет осуществить специ-
фическую модификацию гена [19, 67]. К настоя-
щему времени найдены белки CAS, которые, в от-
личие от Cas9, работают с иными локусами РАМ,
что расширяет возможности редактирования.

Наиболее просто CRISPR/Cas9-зависимая
модификация генов может быть произведена в
легко доступных делящихся клетках и клетках в
системе in vitro, поэтому практически сразу нача-
лись работы на эмбрионах, стволовых и раковых
клетках. В 2013 году появились первые сообще-
ния о редактировании с помощью CRISPR/Cas9
генома стволовых клеток человека, больного му-
ковисцидозом [91]. В 2015 году были отредакти-
рованы геномы человеческих эмбрионов для ис-
правления мутации в гене, который вызывает
бета-талассемию, болезнь, затрудняющую про-
дуцирование здоровых красных кровяных телец
[55]. Технологии CRISPR/Cas9 были успешно
применены для исправления патогенной мута-
ции в стволовых клетках, полученных от паци-
ента с дегенерацией фоторецепторов, что откры-
вает возможности для лечения тяжелого пигмент-
ного ретинита [6]. К настоящему времени работ с
применением CRISPR/Cas9 насчитывается сотни,
и их количество растет в геометрической прогрес-

сии. В 2020 году, в результате большой важности
внедрения технологии редактирования генов
CRISPR/Cas9 для получения фундаментальных
знаний и биомедицинских и биотехнологических
приложений, Дженнифер Дудне и Эммануэль
Шарпантье была присуждена Нобелевская пре-
мия по химии. Ниже будут обсуждены технологии
CRISPR/Cas для редактирования работы генома
в ЦНС и потенциальные терапевтические подхо-
ды для лечения заболеваний, связанных с когни-
тивными нарушениями.

CОЗДАНИЕ ТРАНСГЕННЫХ
И НОКАУТНЫХ ЖИВОТНЫХ

Одним из способов изучения функций нейро-
нальных белков in vivo является нокаут/нокдаун
(удаление/уменьшение экспрессии) кодирующих
их генов. Ранее для этих целей использовались ге-
нетически модифицированные животные, для
создания которых применялась сложная, трудо-
емкая и дорогостоящая генетическая инженерия.
Кроме того, практически невозможным было со-
здание животных с мультигенными изменения-
ми. Технологии CRISPR/Cas оказались практи-
чески идеальными как для создания трансгенных
животных через редактирование зародышевых
линий [5, 65, 85], так и нокаута/нокдауна генов
непосредственно в нейрональных клетках взрос-
лых животных [99].

Рис. 1. Система редактирования генома CRISPR/Cas. (a) Схема генетической конструкции, кодирующей элементы
системы CRISPR/Cas. Cas9 – последовательность, кодирующая белок Cas9. sgRNA – единая химерная РНК, содержа-
щая части crRNA и tracrRNA. В crRNA закодирован RNA гид. U6, CMV – промоторы необходимые для транскрипции.
NLS – сигнал ядерной локализации, необходимый для транслокации конструкций в ядро. ПолиА – сигнал полиаде-
нилирования. (б) В клетках происходит синтез белка Сas9 (выделен сиреневым цветом) и sgРНК (crRNA + tracrRNA).
Комплекс Сas9-sgРНК распознает искомый участок ДНК клетки и Сas9 создает двухцепочечный разрез.
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Cas9

crRNA
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Cоздание трансгенных организмов с помощью
CRISPR редактирования яйцеклеток позволяет
достаточно быстро создавать не только трансген-
ных мышей, но и других животных, в том числе
трансгенных крыс, которые, из-за способности к
более стабильной длительной работе и меньшему
влиянию отвлекающих некогнитивных факто-
ров, широко применяются в качестве моделей в
исследованиях поведенческой нейробиологии
[28], а также приматов [106]. В 2017 году система
CRISPR/Cas9 была применена для создания ли-
ний крыс Cre knockin, которые несут гены Cre в
целевых генных локусах: доставка gRNAs/Cas9 и
донорской ДНК осуществлялась инъекцией в
оплодотворенные яйцеклетки, причем получение
трансгенных крыс занимало всего несколько не-
дель [65]. У этих животных активность рекомби-
назы Cre можно контролировать в конкретном
типе клеток или запускать внешними стимулами,
такими, как химический сигнал или тепловой
шок, что позволяет регулировать экспрессию в
определенные временные интервалы. С исполь-
зованием данной технологии в 2019 были получе-
ны три новые трансгенные линии Cre-зависимых
крыс с очень высокой эффективностью редакти-
рования генома в мозге – это линии Cre-Cas9,
Cas9(D10A) и DAT-iCre, нацеленные на дофами-
нергические нейроны [5]. Данный подход может
быть использован и для нацеливания на другие
типы нейронов, в том числе ГАМКергические,
что делает эти линии крыс перспективными для
нейробиологических исследований. Также тех-
нологии CRISPR/Cas были применены для полу-
чения приматов с нокаутом генов Prrt2 [124] и
Bmal1 [82]. Обезьяны макаки с нокаутом BMAL1
демонстрируют снижение сна и психические рас-
стройства. Генетически модифицированные при-
маты являются очень важными моделями для
фундаментальных и прикладных нейробиологи-
ческих исследований.

Технологии CRISPR/Cas в настоящее время
применяются и для нокаутов/нокдаунов генов в
нейронах взрослых млекопитающих. Основными
трудностями в данном случае являются обеспече-
ние доставки конструкции CRISPR в мозг, спе-
цифичность и эффективность редактирования, а
также осуществление одновременных нокаутов
нескольких генов. Эти трудности в значительной
мере удалось преодолеть через создание вирусных
платформ, платформ на основе рибонуклеопро-
теиновых (RNP) комплексов и наноклубков [13,
20, 95, 99]. Так, в 2015 году была создана платфор-
ма, использующая аденовирус (AAV) для доставки
и экспрессии CRISPR-spCas9 (spCAS9 – это
CAS9, выделенный из Streptococcus pyogenes и наи-
более часто применяемый в CRISPR-технологиях),
в которой кассеты для экспрессии spCAS9 и sgRNA
упаковывались в два отдельных вирусных вектора
[99]. Эта система была нацелена на ген Х-хромосомы

Mecp2, кодирующий метил CpG-связывающий
белок 2 (MeCP2), дисфункция которого может
вызывать когнитивные нарушения и аутистиче-
ские заболевания [33, 69, 74]. Было показано, что
нокдаун Mecp2 в культивированных нейронах из-
меняет морфологию дендритного дерева и плот-
ность шипиков, а нокдаун в мозге взрослых жи-
вотных in vivo снижает уровень белка MeCP2 бо-
лее чем на 60%, при этом специфически
нарушается контекстная память, без изменения
других видов памяти (тестирование в открытом
поле, распознавание новых объектов или при-
поднятый крестообразный лабиринт) [99]. Наце-
ливание этой системы на гены ДНК-метилтранс-
фераз (DNMT: Dnmt1, Dnmt3a и Dnmt3b) в мозге
взрослой мыши in vivo приводит к нокдауну DN-
MT генов, и, как в случае с Mecp2, нарушается
формирование контекстной памяти без воздей-
ствия на другие виды памяти. DNMT катализиру-
ют метилирование ДНК, тем самым регулируя
экспрессию генов. Dnmt1 и Dnmt3a высоко экс-
прессируются в мозге взрослых и необходимы для
синаптической пластичности и ДП, а Dnmt3b в
основном экспрессируется во время развития
нервной системы [29]. Таким образом, данные
линии крыс являются удобными моделями для
изучения когнитивных расстройств и отработки
способов их исправления. Описанная выше си-
стема оказалась не совсем пригодной в условиях
длительных терапий, так как пролонгированная
экспрессия Cas9 снижает специфичность. Впо-
следствии специфичность системы была повы-
шена в 25 раз за счет снижения активности Cas9
4-гидрокситамоксифеном, введенным после мо-
дификации целевого гена [20].

Для функционального тестирования синапти-
ческих белков в постмитотических нейронах с
помощью CRISPR были делетированы кодирую-
щие их множественные гены [40, 104]. В нейро-
нах (культуры срезов гиппокампа) были инакти-
вированы два синаптических белка, субъединицы
GluN1 рецептора NMDA и GluA2 – рецептора
AMPA, что приводило к полному подавлению си-
наптической передачи [40]. CRISPR/Cas9 были
также успешно применены для функциональной
оценки белков постсинаптической плотности в
ингибиторных синапсах, в результате была пока-
зана важная роль белков InSyn1 и InSyn2 в меха-
низмах синаптического ингибирования [104].
Таким образом, CRISPR/Cas9 оказывается чрез-
вычайно эффективным для редактирования ге-
номов в нейронах и его использование открывает
большие перспективы для понимания молеку-
лярной основы синаптической пластичности.
Возможность вводить CRISPR/Cas9 в конкрет-
ные клетки позволяет избежать проблемы с ле-
тальностью, часто имеющей место при глобаль-
ной инактивации генов у животных с нокаутом.
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Другим подходом для доставки CRISPR/Cas
для редактирования постмитотических нейронов
в мозге взрослых мышей являются невирусные
системы на основе рибонуклеопротеинов (RNP),
состоящих из белка Cas9 и РНК-гида. RNP-ком-
плексы позволяют десятикратно повысить эф-
фективность редактирования нейронов и удобны
для потенциальных терапевтических примене-
ний, так как не вызывают активации иммунного
ответа [95]. Система CRISPR-Gold на основе Cas9
RNP позволяет редактировать гены в нейронах,
астроцитах и микроглии [53]. Например, удале-
ние гена метаботропного рецептора глутамата
(mGluR5) с помощью CRISPR-Gold эффективно
снижает уровни mGluR5 в полосатом теле и спа-
сает мышей с расстройствами аутистического
спектра (синдром ломкой Х-хромосомы (FXS)) от
патологически повторяющегося поведения. Так-
же разработаны нанокомплексы на основе слия-
ния амфифильного пептида R7L10 с RNP Cas9,
которые способны проходить через клеточные
мембраны и поддерживать высокие уровни экс-
прессии более недели [77].

Как известно, сложное поведение животных, в
особенности когнитивное, задействует множе-
ство нейрональных сетей с вовлечением значи-
тельного количества генов, и, соответственно,
для их изучения часто требуется возможность од-
новременного редактирования нескольких генов.
Из бактерий Prevotella и Franciscella была выделе-
на нуклеаза Cas12a, которая, в отличие от Cas9,
использует более короткую направляющую РНК,
что делает CRISPR-Cas12а применимым для од-
новременного редактирования нескольких генов
[98]. Так, используя CRISPR/Cas12a с добавлением
стабилизатора третичной структуры РНК, были
одновременно отредактированы сразу 20 генов
[13]. На основе LbCas12a из бактерии Lachnospir-
aceae была создана платформа, с помощью которой
было отредактировано несколько генов in vivo у Dro-
sophila [80]. Разная степень активности LbCas12a в

зависимости от температуры позволила авторам
осуществить временное независимое редактиро-
вание генов, причем в различных тканях. Таким
образом, редактирование генов с использованием
Cas12a предоставляет мощную платформу для ис-
следования и управления сложными генетиче-
скими программами, лежащими в основе сетевых
взаимодействий.

МОДИФИКАЦИЯ ГЕНОВ
В МОЗГЕ МЛЕКОПИТАЮЩИХСЯ

Кроме нокаутов генов, для исследований в
нервной системе востребованы также подходы,
позволяющие исправлять мутации в целевых ге-
нах или заменять гены новыми. Стратегии на ос-
нове CRISPR/Cas, применяемые для этих целей,
суммированы на рис. 2. В основе стратегий
vSLENDR и HMEJ, адаптированных для постми-
тотических нейронов, лежит вставка донорских
последовательностей через гомологически на-
правленную репарацию HDR. Через систему
vSLENDR можно вставлять в гены как небольшие
последовательности, например, кодирующие
метку эпитопа (часть макромолекулы антигена,
которая распознается известным антителом), или
даже длинные – кодирующие флуоресцентный бе-
лок mEGFP [71, 76]. Эпитопная метка позволяет
проследить локализацию и динамику белка, коди-
руемого данным геном, а через флуоресцентный
белок возможно визуализировать эндогенные
белки в реальном времени in vivo. Вирусная до-
ставка донорской матрицы vSLENDR в мозг позво-
лила успешно осуществить редактирование генов
CaMKIIα, ERK2 и β актина в зрелых нейронах, а
также в митотических нейронах и глии с эффек-
тивностью около 30%, что показывает полезность
этого метода для фундаментальных нейробиоло-
гических исследований [76].

В основе стратегий HITI и HiUGE лежит встав-
ка донорских последовательностей через репара-
цию NHEJ, и они демонстрируют более высокую

Рис. 2. Стратегии CRISPR/Cas для генной коррекции. vSLENDR, HMEJ, HITI, ORANGE, HiUGE – стратегии вклю-
чения донорских последовательностей на основе CRISPR/Cas.

Стратегии включения в геном новых последовательностей

Вставка донорских последовательностей
через гомологически направленную

репарацию HDR

Вставка донорских последовательностей
c использованием NHEJ 

и донорских векторов

vSLENDR HMEJ HITI/ORANGE HiUGE
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частоту редактирования и точность репарации
чем HDR [88]. Стратегия HITI была успешно при-
менена для эндогенного мечения белков в пост-
митотических нейронах [115], а универсальные
доноры HiUGE, использующие векторы AAV с
инсерционными последовательностями, коди-
рующими различные функциональные модифи-
кации, позволяют быстро модифицировать белки
in vitro/in vivo для их маркировки с целью динами-
ческой визуализации и осуществлять модифика-
ции белков, специфичных для нейронов [30]. На ос-
нове HITI были разработаны технологии ORANGE
для мультигенного редактирования генома ней-
ронов in vivo с целевой геномной интеграцией ме-
ток эпитопа, что позволяет визуализировать син-
тезированные белки и количественно оценить
экспрессию, локализацию и динамику практиче-
ски любого белка с разрешением на наноуровне
[108]. Путем объединения ORANGE с микроско-
пией сверхвысокого разрешения живых клеток,
удалось выявить динамическую организацию ре-
цепторов нейротрансмиттеров и белков синапти-
ческого каркаса.

Одним из самых последних достижений в об-
ласти редактирования генома является “базовое
редактирование” – введение однонуклеотидных
замен в ДНК или мРНК в живых клетках без ис-
пользования двухцепочечных разрывов, что
устраняет недостатки HDR, связанные с побоч-
ными мутациями. Учитывая тот факт, что около
половины известных генетических заболеваний
вызываются однонулеотидными полиморфизма-
ми, эти технологии имеет большой потенциал для
лечения болезней, в том числе заболеваний, свя-
занных с ментальными нарушениями [8, 39, 84].
Ожидается что исправление точечных мутаций
станет одним из основных направлений медици-
ны будущего. Базовые редакторы основаны на
слияниях dCas9 (каталитически неактивная Cas9) –
с ферментами, которые могут преобразовывать
один нуклеотид на другой [39, 84, 88]. К базовым
редакторам ДНК относятся редакторы оснований
аденина (ABE), цитозина (CBE) и редактор Prime
(Рис. 3). Наиболее эффективным и многофунк-

циональным является Prime. Он состоит из dCas,
слитой с ферментом обратной транскриптазы
(RT), и управляющей РНК редактирования (pe-
gRNA), способной идентифицировать целевой
сайт и предоставлять новую генетическую ин-
формацию для замены нуклеотидов в ДНК. С по-
мощью Prime не только изменяют основания, но
и осуществляют целевые вставки и делеции.

К базовым редакторам РНК относятся REPAIR
и RESCUE, с помощью которых возможна замена
аденина на инозин, а цитозина на урацил соот-
ветственно, что позволяет исправлять мутации на
уровне матричной РНК (рис. 3). Современные
редакторы могут достигать эффективности ре-
дактирования, близкой к 100% в культивируемых
клетках млекопитающих и 70% в нейронах взрос-
лых мышей in vivo [39].

При изучении функции генов часто возникает
необходимость в системах, способных редакти-
ровать гены в строгих временных интервалах. С
этой целью CRISPR/Cas9 был объединен с систе-
мами, которые можно регулировать генетически,
оптически или с помощью небольших молекул
[24, 48]. В первых индуцибельных системах CRISPR
регуляция осуществлялась тетрациклином (Tet) или
доксициклином (Dox) через Tet или Dox-зависи-
мые промоторы соответственно [22, 24]. Dox-си-
стема была успешно применена для временной
регуляции редактирования генома в мозге, причем
редактирование инициировалось через корм, со-
держащий доксициклин, в течении всего одного
дня [22]. Кроме того, на основе эндонуклеазы Sa-
Cas9 из Staphylococcus aureus и вектора AAV были
разработаны Cre/Dox-индуцируемые системы
CRISP, с помощью которых было осуществлено
редактирование генома в нейронах мышей и че-
ловека in vitro и in vivo в нейронах мозга мыши
[50]. Причем временная индукция редактирова-
ния осуществлялась с помощью Dox, а простран-
ственная с помощью Cre-рекомбиназы. Однако,
Tet- и Cre-индуцируемые системы работают от-
носительно медленно, так как зависят от тран-
скрипции. В связи с чем были разработаны систе-
мы, регулируемые посттрансляционно, через ли-

Рис. 3. Редактирование генома через осуществление однонуклеотидных замен в ДНК или РНК.
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ганд-связывающий домен рецептора эстрогена
человека (ETR), слитый с Cas9 и запускаемые ли-
гандом ETR 4-гидрокситамоксифеном (4-HT) [20,
58], а также система 4-HT-индуцибельного фер-
мента iCas с носителем ETR2, которая способна
осуществлять двунаправленное редактирование
путем введения/удаления 4-HT [59].

В последние годы успешно разрабатываются
системы редактирования геномов, индуцируемые
оптически, что полезно для ограничения редак-
тирования генов или регуляции транскрипции по
времени и месту. Оптический контроль функций
Cas9 достигается с помощью фотоуправляемых
неприродных аминокислот или с помощью инду-
цированных светом взаимодействий белков.
В частности, были созданы фотосопереключае-
мые белки ps-Cas9, регулируемые освещением,
которые успешно опосредуют активацию тран-
скрипции одного гена и редактирование другого в
одних и тех же клетках, что позволяет обеспечи-
вать общий метод управления множеством функ-
ций [123].

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ
ПРИ ПОМОЩИ CRISPR/CAS

Значительный прорыв в использовании CRISPR/
CAS для изучения функции генов был достигнут
благодаря созданию каталитически неактивного
dCas9 [81]. Применение CRISPR-dCAS позволяет
обратимо активировать или репрессировать лю-
бой ген по замыслу экспериментатора. Это осо-
бенно важно для изучения функционирования
нервной системы, в частности, молекулярных ме-
ханизмов когнитивных процессов и улучшения
их работы в случае нарушения.

Регуляция экспрессии генов с помощью dCas9 на
уровне транскрипции. В основе этой технологии
регуляции экспрессии генов лежит неспособ-
ность каталитически неактивного dCas9 делать
разрез ДНК, но способного связывать репрессо-
ры или активаторы транскрипции и доставлять их
к регуляторным элементам генов-мишеней. Точ-
ность доставки CRISPR-dCAS обеспечивает моле-
кула РНК-гида. В первых системах для активации
ген-специфической транскрипции (CRISPRa) ис-

пользовали слияние dCas9 с активаторным доме-
ном белка герпеса (VP64), или трансактивирую-
щей субъединицей NF-kB p65 (p65), а для репрес-
сии (CRISPRi) – бокс-домен (Krüppel associated
box) of Kox1 (KRAB), которые направлялись на
промоторные или энхансерные последовательно-
сти выбранных генов посредством разработан-
ных РНК-гидов [32]. В дальнейшем поколение
активаторов dCas9-VP64 и dCas9-P65 было улуч-
шено (эффективность экспрессии была повыше-
на на несколько порядков), системы получили
название SunTag, SAM и VPR [88]. Системы, регу-
лирующие экспрессию генов представлены на
рис. 4. Кроме того, элементы систем SunTag и
SAM были объединены в новом активаторе тран-
скрипции SPH, что позволило с высокой эффек-
тивностью регулировать экспрессию нескольких
целевых генов одновременно в мозге in vivo, ис-
пользуя трансгенных мышей, несущих Cre-инду-
цируемую систему SPH, причем активность ре-
комбиназы Cre регулировалась пространствен-
но-временным образом [121]. Таким образом,
учитывая наличие полногеномных библиотек
sgRNA, CRISPRa мыши SPH могут широко ис-
пользоваться в исследованиях механизмов функ-
ционирования ЦНС. Система dCas9-VP64 была
оптимизирована для мультигенной активации в
нейронах in vivo/in vitro через доставку в лентиви-
русных (LV) частицах с раздельной экспрессией
dCas9-VP64 и sgRNA под контролем нейрон-спе-
цифического промотора синапсина [89]. Эта си-
стема, нацеленная на уникальные промоторы
нейротрофического фактора Bdnf, продемон-
стрировала способность к специфической индук-
ции различных транскриптов BDNF in vivo в раз-
личных структурах мозга.

Для подавления экспрессии генов в ЦНС на
уровне транскрипции in vivo на основе dCas9 было
разработано несколько репрессоров [116]. Наибо-
лее высокоэффективным и специфичным ока-
зался dCas9-KRAB-MeCP2, способный подавлять
кодирующие и некодирующие гены и обеспечи-
вать одновременную репрессию нескольких вы-
бранных генов. Высокую эффективность этого
репрессора авторы объясняют совместной рабо-
той двух доменов. Домен KRAB репрессирует
транскрипцию посредством взаимодействия с

Рис. 4. dCas9 – зависимая регуляция экспрессии генов на уровне транскрипции. Системы dCas9-VPR, dCas9-SAM,
dCas9-SanTag и SPH применяются для активации транскрипции, системы dCas9-KRAB и dCas9-KRAB MeCP2 приме-
няются для репрессии транскрипции.

dCas9n-KRAB MeCP2dCas9n-KRAB

dCas9n-зависимая регуляция экспрессии генов
на уровне транскрипции

Активация транскрипции Репрессия транскрипции

dCas9n-VPR dCas9n-SAM SPHdCas9n-SAM Tag
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KAP1, обеспечивающих каркас для набора коре-
прессоров, включая гетерохроматиновый белок 1,
гистоновые деацетилазы и SETDB1. Домен ре-
прессии транскрипции MeCP2 связывается с дру-
гим набором регуляторов транскрипции, вклю-
чая ДНК-метилтрансферазу DNMT1 и корепрес-
сорный комплекс SIN3A-гистондеацетилазы.

Параллельно была разработана система CRISPRi c
использованием репрессора dCas9-KRAB и LV-век-
тора, способная с эффективностью порядка 90%
осуществлять инактивацию генов, необходимых
для высвобождения нейромедиаторов: синапто-
тагмина 1 (Syt1), связанного с везикулами мем-
бранного белка 1 (Vamp1), синтаксина 1А (Stx1a)
и Snap25 [120]. Далее эта система была использо-
вана для подавления экспрессии синаптотагмина
(Syt1) в глутаматергических (CaMKIIα-dCas9-
KRAB) и ГАМКергических (VGAT-dCas9-KRAB)
нейронах гиппокампа мышей in vivo. Анализ по-
казал, что экспрессия Syt1 полностью устраняется
клеточно-специфическим образом, при этом
практически полностью исчезают возбуждающие
постсинаптические потенциалы в глутаматер-
гических нейронах и тормозные – в ГАМКер-
гических нейронах [120]. Ингибирование функ-
ционирования глутаматергических нейронов
посредством CRISPRi вызывает ухудшение
пространственной памяти по сравнению с жи-
вотными, у которых ингибировали ГАМКерги-
ческие нейроны, однако, у них лучше формиро-
валась долговременная память, индуцируемая
страхом [120]. Таким образом, избирательное на-
целивание на Syt1 в данных типах нейронов поз-
воляет изменять соотношение торможения и воз-
буждения в зубчатой извилине гиппокампа и вли-
ять на формирование долговременной памяти.
CRISPR-dCas9-KRAB был применен также для
репрессии гена риска психических заболеваний
анкирина 3 (ANK3). В результате, были раскрыты
ранее неизвестные базовые клеточные и молеку-
лярные механизмы, лежащие в основе специфи-
ческого для мозга нарушения экспрессии ANK3,
которые могут быть связаны с психическими за-
болеваниями [31].

Применение CRISPR-Cas13d и CRISPR-CasRx
для регуляции экспрессии генов через манипуляции
с матричной РНК. Возможность регуляции экс-
прессии генов через манипулирование с РНК
очень перспективна для исследований, связан-
ных с транскриптомом и терапевтическими раз-
работками, направленными на борьбу с когни-
тивными нарушениями так как она позволяет
избежать необратимые эффекты, вызванные не-
предвиденным мутагенезом в случае манипуляций
с геномной ДНК. И здесь будущее в значительной
мере принадлежит технологиям CRISPR/Cas [7,
49]. Для возможности манипуляций с РНК в по-
следние годы разработаны CRISPR-системы, на-
целенные на РНК-транскрипты, в том числе со-
держащие патогенные мутации, что стало возмож-
ным благодаря открытию CRISPR-Cas, способных
идентифицировать и разрезать не ДНК, а РНК.

Так, были найдены и усовершенствованы бакте-
риальные белки Cas13d, CasRx и NmeCas9. CasRx
отличается высокой компактностью и может
быть упакован в аденовирус, что облегчает его до-
ставку. CRISPR-NmeCas9 способен к распознава-
нию как ДНК, так и РНК-мишеней и расщеплению
независимо от PAM, что делает перспективным его
использование как для модификаций как ДНК, так и
РНК [86]. Каталитически неактивные dCasRx, наце-
ленные на цис-элементы пре-мРНК, были
успешно применены для регулирования соотно-
шения изоформ белка тау в нейронной модели
лобно-височной деменции [49], а нацеленные на
подавление мРНК РНК-связывающего белка
Ptbp1 позволили индуцировать нейроны с дофа-
минергическими свойствами в стриатуме (модель
болезни Паркинсона) и тем самым улучшить дви-
гательные дефекты у мышей [122]. Еще одним под-
ходом к регуляции экспрессии генов на уровне
РНК является манипуляции с метилированием РНК.
Была создана фотоактивируемая CRISPR-Cas13-за-
висимая система редактирования метиладенозина
(m6A), важной формы метилирования в мРНК,
названная PAMECR [119]. Для этого светоинду-
цируемые гетеродимеризующиеся белки CIBN и
CRY2PHR были слиты с каталитически неактив-
ными dCas13 и m6A соответственно, что обеспе-
чило пространственно-временное управление
редактированием m6A в ответ на синий свет од-
новременно в нескольких различных мРНК. Си-
стема позволяет осуществлять удаленное управ-
ление редактированием РНК и является много-
обещающей оптогенетической платформой для
применения в эпитранскриптомной инженерии,
визуализации и в будущих терапевтических раз-
работках [119].

РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ЧЕРЕЗ 
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАНИПУЛЯЦИИ
Исследования последних двух десятилетий

выявили многочисленные нарушения эпигенети-
ческой регуляции экспрессии генов, связанные с
когнитивными дисфункциями. Эпигенетическая
регуляция экспрессии генов осуществляется
главным образом через метилирование ДНК
и/или посттранскрипционные модификации ги-
стонов, а также посредством изменения биогенеза
микроРНК. Эпигенетические процессы широко
вовлекаются в регуляцию онтогенеза, созревание
нейронов мозга и различные адаптационные про-
цессы, в том числе формирование долговремен-
ной памяти [1, 3, 21]. Через воздействие на эпиге-
нетические надстройки возможно влиять на экс-
прессию генов и потенциально использовать в
терапии различных заболеваний, что до недавне-
го времени являлось достаточно сложной зада-
чей, главным образом связанной с трудностями
обеспечения точечной регуляции определенных
генов. В связи с развитием технологий CRISPR/
Cas начался бурный прогресс в этой области [61,
117]. Вышеописанный каталитически неактив-
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ный белок dCas9 был наделен способностью до-
ставлять на определенный участок геномной ДНК
белки регулирующие эпигенетические модифика-
ции ДНК и гистонов, что позволило регулировать
экспрессию генов эпигенетическим путем.

Применение CRISPR-dCas9 для изменения ме-
тилирования ДНК. Метилирование ДНК играет
важную роль в регуляции экспрессии генов, в том
числе в развитии нервной системы и регуляции
адаптивных процессов, включающих реакцию на
стресс и когнитивные функции [21]. Метилиро-
вание ДНК – это обратимая модификация ДНК,
происходящая в результате присоединения ме-
тильной группы к цитозину в составе динуклео-
тида CpG. Процесс регулируется ДНК метил-
трансферазами и деметилазами. Метилтрансфе-
разы осуществляют метилирование ДНК, тем
самым блокируя экспрессию генов. Деметилазы
удаляют метильные группы, чем активируют экс-
прессию. Метилирование генов в промоторных
областях позволяет моделировать сложные про-
цессы в нейрональных сетях. Нарушение метили-
рования ДНК часто приводит к когнитивным на-
рушениям и различным патологиям работы ЦНС
[21, 26].

Относительно недавно было показано, что на
основе CRISPR-Cas технологий можно целена-
правленно регулировать метилирование генов-
мишеней. При этом dCas9, лишенный нуклеаз-
ной активности, доставляет на определенный уча-
сток геномной ДНК ферменты, модифицирую-
щие метилирование ДНК, а молекула РНК-гида
обеспечивает точность доставки к гену-мишени
[45, 54, 62]. Таким образом, на уровне регулиро-
вания метилирования можно включать и выклю-
чать определенные гены для изучения их функций,
либо выключать поврежденные гены с целью тера-
пии заболеваний. Схема эпигенетической регуля-
ции генома с помощью системы CRISPR-dCas9
на уровне метилирования ДНК представлена на
рис. 5а.

Для целевого редактирования метилирования
ДНК в интроне 1 была разработана система
CRISPR-dCas9-DMNT3A, основанная на слия-
нии dCas9 с каталитическим доменом ДНК-ме-
тилтрансферазы 3A (DNMT3A) [45]. В результате
было индуцировано гиперметилирование ДНК в
интроне 1 SNCA дофаминергических нейронов,
полученных из индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток (ИПСК) пациента с БП,
нарушенное при БП, что восстанавливало жизне-
способность клеток. В 2016 году эпигенетическое
регулирование метилирования ДНК удалось осу-
ществить у млекопитающих через слитие dCas9 с
деметилазой TET1. Было показано, что LV система
dCas9-TET1/sgRNA нацеленная на деметилиро-
вание промотора нейротрофического фактора
BDNF в нейронах, увеличивает экспрессию BDNF
в 6 раз [62].

Предприняты также попытки редактирования,
нарушенного метилирования ДНК, для потенци-

ального лечения распространенной генетической
формы умственной отсталости у мужчин – син-
дрома ломкой Х-хромосомы (FXS). Это заболева-
ние вызывается подавлением гена FMR1, связан-
ным с многократным удвоением CGG островков
(>200) в области 5 'UTR FMR1, сопровождаемым
гиперметилированием [78]. Направленное деме-
тилирование повторов CGG в патологическом
локусе FMR1 с помощью dCas9-Tet1/sgRNA уве-
личивало ацетилирование гистонов H3K27 и три-
метилирование H3K4, уменьшало триметилиро-
вание H3K9 на промоторе FMR1, переключало
статус гетерохроматина промотора FMR1 в актив-
ное состояние и восстанавливало экспрессию
FMR1 в нейронах FXS, индуцированных из плюри-
потентных стволовых клеток (ИПСК) пациентов
FXS [63]. Полученные нейроны восстанавливали
фенотип дикого типа и полноценные электрофизио-
логические характеристики. Экспрессия FMR1 в от-
редактированных нейронах длительно сохранялась
in vivo после внедрения в мозг мыши. Наконец, де-
метилирование повторов CGG в постмитотических
нейронах FXS также реактивировало FMR1 и обра-
щало вспять спонтанную гиперактивность. Таким
образом, авторы полагают, что деметилирование
CGG через dCas9-Tet1/sgRNA может служить по-
тенциальной стратегией для терапии FXS [63].

Применение CRISPR-dCas9 для эпигенетиче-
ской модификации гистонов. Гистоны — это не-
большие белки, необходимые для сборки и упа-
ковки ДНК в компактные структуры нуклеосомы.
Кроме того, гистоны играют важную роль в регу-
ляции экспрессии генов через ремоделирование
хроматина. В зависимости от эпигенетических
модификаций гистонов, в частности, ацетилиро-
вания и метилирования, изменяется их сродство
к ДНК, чем контролируется доступ регуляторных
белков и РНК-полимераз к сайтам связывания
ДНК и, соответственно, регулируется экспрессия
генов. Показано, что ацетилирование и метили-
рование гистонов играют важную роль в форми-
ровании ДП, а их нарушение приводит к значи-
тельным когнитивным дисфункциям при различ-
ных заболеваниях [1]. Повышенный интерес к
ацетилированию и метилированию вызван по-
тенциальной возможностью через эти процессы
влиять на формирование долговременной памяти
в случае ее нарушения. Степень ацетилирования
гистонов регулируется гистон-ацетилтрансфераза-
ми (HAT) и гистон-деацетилазами (HDAC). Высо-
кая степень ацетилирования приводит к активации
транскрипции, а деацетилирование вызывает инги-
бирование. Метилирование гистонов является бо-
лее сложным процессом, контролируется гистон-
метилазами и деметилазами и приводит как к ин-
дукции, так и репрессии транскрипции в зависимо-
сти от степени и сайта метилирования [1].

В последние годы на основе CRISPR-Cas9 были
созданы технологии, позволяющие изменять ги-
стоновые модификации, тем самым обратимо ре-
гулировать экспрессию целевых генов, а также
изучать механизмы их регуляции. Так, для индук-
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ции ацетилирования гистонов была создана про-
граммируемая CRISPR/dCas9-зависимая ацетил-
трансфераза (dCas9-p300), способная катализи-
ровать ацетилирование гистона H3 по лизину 27 в
его сайтах-мишенях, для чего каталитически не-
активная dCas9 была слита с каталитическим яд-
ром ацетилтрансферазы человека p300 [35]. Точ-
ность доставки обеспечивает молекула РНК-гида.
Было показано, что dCas9-p300 индуцирует
устойчивую и высокоспецифичную транскрип-
ционную активацию генов-мишеней, как от про-
моторов, так и энхансеров, тем самым позволяя
не только активировать экспрессию генов, но и
исследовать взаимосвязь между эпигеномом и
контролем транскрипции.

На основе dCas9 была также создана конструк-
ция (dCas9-HDAC8), позволяющая ингибировать
экспрессию генов за счет деацетилирования ги-
стонов путем слития с dCas9 c гистондеацетила-
зой HDAC8 [16]. dCas9-p300 и dCas9-HDAC8 были
использованы для активации или блокирования
ацетилирования гистонов локально на энхансе-
рах нейронального гена Fos с целью изучения его
регуляции [16]. Ген Fos относится к немедленным
ранним генам, он кодирует один из основных

транскрипционных факторов, участвующих в
различных адаптивных процессах ЦНС, в том
числе в когнитивных [1].

Несколько ранее Bohnsack с коллегами [9] по-
казали, что усиление ацетилирования гистонов в про-
моторе гена Gabra1, кодирующего рецептор γ-амино-
масляной кислоты (ГАМК), с использованием
dCas9-P300 предотвращает вызванное этанолом
снижение его экспрессии в культивируемых кор-
ковых нейронах. Рецепторы ГАМК опосредуют
большую часть тормозной нейротрансмиссии в
мозге взрослого человека. Таким образом, пола-
гают, что данная технология может быть полезна
для разработки терапевтических средств лечения
алкогольной зависимости, эпилепсии и стресса,
при которых экспрессия Gabra1 нарушена [9].
CRISPR технологии редактирования эпигенома
были использованы для пространственного и
временного сетевого контроля экспрессии генов.
Так, нацеливание комплекса dCas9-p300 на ди-
стальные нерегулирующие области генома пере-
программирует состояние хроматина этих обла-
стей в элементы, подобные энхансерам [51].
В частности, контролируя пространственное рас-
стояние этих индуцированных энхансеров до

Рис. 5. Эпигенетическая регуляция генома с помощью системы CRISPR-dCas. Каталитически неактивный белок
dCas9 обладает способностью связываться с ДНК, а также с доменами для целевого редактирования эпигенома. Точ-
ность доставки к гену-мишени обеспечивает молекула РНК-гида (gRNA = crRNA + tracrRNA). (а) dCas9 слитый с
ДНК-метилтрансферазами (например, DNMT3А) способен влиять на экспрессию генов через метилирование промо-
торов. (б) dCas9 слитый с ацетилтрансферазами, в частности р300, способен ацетилировать гистоны, тем самым акти-
вируя экспрессию генов.
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промотора, можно жестко регулировать амплиту-
ду экспрессии гена.

На основе dCas9 была также создана конструк-
ция CRISPR/dCas9 SunTag-JARID1A, позволяю-
щая ингибировать экспрессию генов за счет деме-
тилирования гистона H3K4me3 путем слития
dCas9 с каталитическим доменом деметилазы
JARID1A. Конструкция успешно была применена
для ингибирования экспрессии α-синуклеина
(SNCA), повышение которого связано с болез-
нью Паркинсона [34]. Таким образом, манипули-
рование эпигеномом при помощи CRISPR/dCas9
становится многообещающей стратегией для
персонализированной медицины, в том числе для
терапии нейродегенеративных патологий [92].

Применение CRISPR-dCas9 для манипуляций с
микроРНК. МикроРНК – это высоко консерва-
тивные, небольшие молекулы РНК, каждая из
которых может регулировать экспрессию сотен
генов через репрессию или деградацию их мат-
ричных РНК. Таким образом, нарушение регуля-
ции даже одной микроРНК может оказывать зна-
чительный системный эффект. Наиболее высок и
разнообразен уровень экспрессии микроРНК в
ЦНС. В последние годы было показано, что мик-
роРНК активно вовлекаются в формирование
ДП, а нарушение их биогенеза может являться
причиной когнитивных дисфункций при шизо-
френии, расстройствах аутистического спектра и
нейродегенеративных патологиях [2, 57]. Потен-
циально, терапия этих заболеваний возможна
через воздействие на метаболизм микроРНК [4].
Путем репрессии посредством CRISPRi или ак-
тивации через CRISPRa возможен временный
или постоянный контроль экспрессии miRNA.
Регуляция транскрипции miRNA также может
быть обеспечена dCas9, слитой с эпигенетически-
ми модификаторами ДНК или гистонов, а также
CasRx-опосредованном нокдауне РНК о которых
сообщалось выше.

Так как микроРНК служат важнейшими био-
маркерами множества заболеваний, они востребо-
ваны для клинической диагностики. Недавно был
создан первый микрожидкостный электрохимиче-
ский биосенсор с использованием CRISPR/Cas13a
для локального обнаружения микроРНК, в кото-
ром количественная оценка микроРНК осуществ-
ляется без их амплификации. Биосенсор на основе
CRISPR высокочувствителен и позволяет реги-
стрировать микроРНК в объеме менее 0.6 мкл [11].
И более того, данный биосенсор был усовершен-
ствован для параллельного обнаружения не-
скольких микроРНК [12].

На основе различия в специфичности экс-
прессии микроРНК в различных типах клеток,
были разработаны системы CRISPR/Cas9, позво-
ляющие проводить редактирование генома в кон-
кретной клеточной популяции, не затрагивая
другие органы и ткани [36, 38]. Так, Хиросава и
его коллеги разработали miRNA-чувствительную
систему CRISPR/Cas9 с использованием пере-

ключателей основе miR-21 или miR-302, которые
посттранскрипционно ослабляли активность
Cas9 только в клетках-мишенях и могли по-раз-
ному контролировать редактирование генома че-
рез эндогенные активности miRNA в гетерогенной
популяции клеток. Эта система переключения
miR-Cas9 обеспечивает основу для селективного
редактирования генома на основе информации о
внутриклеточных miRNA.

ПЕРСПЕКТИВЫ ТЕРАПИИ ЗАБОЛЕВАНИЙ, 
СВЯЗАННЫХ С КОГНИТИВНЫМИ 

НАРУШЕНИЯМИ

Исследования последних 2-х десятилетий вы-
явили многочисленные нарушения регуляции
экспрессии генов, связанные с когнитивными
дисфункциями при психических и нейродегене-
ративных заболеваниях. Большие надежды на
возможность терапии этих патологий связаны с
технологиями CRISPR/Cas. В основе многих ко-
гнитивных нарушений лежит нейродегенерация.
В первую очередь это относится к болезням Альц-
геймера и Паркинсона, старческой деменции и
инсультам. В 2020 году вышли две интересные
статьи, посвященные восполнению потери ней-
ронов и восстановлению синаптических связей с
использованием CRISPR/Cas [75, 122]. Так, для
пополнения нейронов, в нейроны (посредством
CRISPR-CasRx нацеленной на РНК) были пре-
образованы глиальные клетки, а именно, глия
Мюллера в ганглии сетчатки – клетки (RGC)
[122]. Преобразование было осуществлено через
подавление РНК-связывающего белка Ptbp1.
В результате были облегчены симптомы заболе-
вания, связанные с потерей этих нейронов. Кро-
ме того, применение CRISPR-CasRx позволило
индуцировать нейроны с дофаминергическими
свойствами в стриатуме и тем самым улучшить
двигательные дефекты у мышей (модель болезни
Паркинсона). Авторы полагают, что преобразо-
вание глии в нейрон с помощью CasRx-опосредо-
ванного нокдауна Ptbp1 представляет собой мно-
гообещающий генетический подход in vivo для ле-
чения различных заболеваний, вызванных
потерей нейронов. Кроме того, при помощи
CRISPR/dCas9-KRAB-зависимого эпигенетиче-
ского подавления экспрессии белка PTEN, негатив-
ного регулятора сигнального пути PI3K/AKT/mTOR,
участвующего в процессах регенерации, успешно
проведено стимулирование регенерации аксонов
и функциональное восстановления связей в ЦНС
после травмы [75]. Подавление транскрипции
PTEN посредством CRISPR/dCas9-KRAB было
осуществлено в линиях клеток человека и в нерв-
ных клетках, полученных из индуцированных
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) че-
ловека, через индукцию метилирования и деаце-
тилирования гистона H3 на промоторе PTEN.

Болезнь Альцгеймера. Болезнь Альцгеймера яв-
ляется самым сложным нейродегенеративным за-
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болеванием и характеризуется многофакторной
патологией, что определяет незначительные
успехи в лечении. Заболевание быстро прогрес-
сирует с возрастом, приводит к значительным ко-
гнитивным нарушениям и завершается леталь-
ным исходом. Самым большим генетическим
фактором риска спорадической болезни Альц-
геймера (sAD) считается повышенный вариант
аполипопротеина E4 (APOE4). Чтобы понять, как
APOE4 влияет на клетки головного мозга челове-
ка, участвующие в патогенезе AD, были примене-
ны технологии CRISPR/Cas9 и клетки ИПСК
[56]. В результате выявлены сотни дифференциаль-
но экспрессирующихся генов, при этом клетки,
происходящие из APOE4 ИПСК, воспроизводи-
ли многие фенотипы, связанные с sAD. А именно,
нейроны демонстрировали повышенное количе-
ство синапсов и повышенную секрецию Aβ, в аст-
роцитах нарушалось поглощение Aβ и накоплял-
ся холестерин, а в микроглиеподобных клетках
нарушался иммунный ответ. Причем, преобразо-
вание APOE4 в APOE3 в клетках мозга, получен-
ных из ИПСК от пациентов с болезнью Альцгей-
мера, было достаточным для ослабления множе-
ства патологий, связанных с этой патологией
[56]. Технологии CRISPR/Cas9 для подавления
экспрессии генов, ассоциирующихся с болезнью
Альцгеймера обобщены на рис. 6. Кроме того,
удалось снизить секрецию Aβ, уменьшить содер-
жание бляшек и улучшить долговременную па-
мять у трансгенных мышей 5XFAD (модель AD)
через введение в CA3 область гиппокампа наноком-
плексов на основе слияния амфифильного пептида
R7L10 c RNP Cas9, направленных на β-протеазу 1
(Base1), индуцирующую образование Aβ [77].
При болезни Альцгеймера наблюдается также на-
рушение аутофагии (процесс, при котором внут-
ренние компоненты клетки доставляются внутрь
ее лизосом или вакуолей и подвергаются в них де-
градации). Одной из причин нарушения аутофа-
гии при AD является мутация пресенилина
1 (PS1), или снижение PS1 в человеческом мозге
с возрастом. Посредством CRISPR/Cas9 из кле-
ток ИПСК человека были получены нервные
стволовые клетки (NSC) с дефицитом PS1, в ко-
торых наблюдалось снижение аутофагии. Было по-
казано, что что дефицит PS1 вызывает подавление
аутофагии в человеческих NSC через ингибирова-
ние регуляторного каскада ERK/CREB [18].

Для лучшего понимания молекулярного меха-
низма продукции Aβ, разработан метод генетиче-
ского скрининга на основе системы CRIS-
PR/Cas9, что позволило идентифицировать новый
негативный регулятор продукции Aβ кальций и
интегрин-связывающий белок 1 (CIB1) [17]. Более
того, обнаружено, что уровень мРНК CIB1 сни-
жен на ранней стадии БА. Таким образом, CIB1
может служить маркером для диагностики ран-
ней стадии заболевания.

Болезнь Паркинсона относится к нейродегене-
ративным заболеваниям, которые прогрессируют
с возрастом. В основе заболевания лежит избира-
тельная потеря дофаминергических нейронов.
Патологическим признаком БП являются повы-
шенные уровни α-синуклеина (SNCA) и его агрега-
ция в тельцах Леви [111]. Альфа синуклеин, кодиру-
ющийся геном SNCA, находится в пресинапсе и
участвует в высвобождении медиатора, а также
модулирует процессы репарации ДНК. Физиоло-
гические уровни SNCA необходимы для поддер-
жания функции нейронов. В последние годы было
показано, что ключевую роль в болезни Паркинсо-
на играет эпигенетическая дерегуляция α-си-
нуклеина. Причем в мозге БП наблюдается как из-
менение метилирования ДНК в интроне 1 SNCA
[45], так и нарушение метилирования гистона H3
в позиции K4me3 на промоторе SNCA [34], что
влияет на транскрипцию SNCA. Через систему
CRISPR-dCas9-DMNT3A было индуцировано ги-
перметилирование ДНК в интроне 1 SNCA дофа-
минергических нейронов, полученных из клеток
ИПСК пациента с БП, что подавило экспрессию
SNCA и восстановило жизнеспособность клеток
[45]. Технологии CRISPR/Cas9 для подавления
экспрессии генов, ассоциирующихся с болезнью
Паркинсона обобщены на рис. 7. С другой сторо-
ны, в посмертном головном мозге пациентов с
БП на промоторе SNCA черной субстанции на-
блюдается значительное повышение содержание
гистона H3K4me3 – эта эпигенетическая моди-
фикация приводит к индукции экспрессии генов
и, соответственно, увеличивает содержание SNCA
[34]. Для снижения экспрессии SNCA была раз-
работана система деметилирования гистона
H3K4me3 на основе CRISPR/dCas9, в которой
каталитический домен деметилазы JARID1A
был направлен на промотор SNCA. Применение
CRISPR/dCas9 SunTag-JARID1A значительно сни-
жало содержание H3K4me3 на промоторе SNCA и

Рис. 6. Использование технологий CRISPR/Cas9 для подавления экспрессии генов, ассоциирующихся с болезнью
Альцгеймера. APOE4, Base1 – гены, повышенная экспрессия которых наблюдается при болезни Альцгеймера.
R7L10/RNP CAS9 – технология CRISPR/Cas9 основанная на слиянии амфифильного пептида R7L10 c RNP CAS9.
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одновременно снижало уровень α-синуклеина
как в линии нейрональных клеток SH-SY5Y, так и
в идиопатических дофаминергических нейронах,
происходящих от ИПСК БП. Таким образом, эти
два эпигенетических подхода с применением
CRISPR/dCas9, направленные на модификации
ДНК и гистонов и снижение синтеза SNCA, обла-
дают значительным потенциалом для терапии БП.

Старение. Хорошо известно, что с возрастом
часто происходит ухудшение способностей к обу-
чению, нарушается концентрации внимания, па-
мять и некоторые другие психоневрологические
характеристики. Важную роль в метаболизме
мозга играет микроглия, которая обеспечивает
фагоцитарную очистку белковых агрегатов и кле-
точного мусора. Эта функция ухудшается при
старении и нейродегенеративных заболеваниях.
Скрининги нокаутов CRISPR/Cas9 идентифици-
ровали негативный регулятор фагоцитоза – ре-
цептор В-клеток CD22, который активировался в
стареющей микроглии [79]. Авторы показали, что
ингибирование CD22 in vivo способствует удале-
нию остатков миелина, олигомеров β-амилоида и
фибрилл α-синуклеина. Долгосрочная блокада
функции CD22 антителами перепрограммирует
микроглию в исходное состояние и улучшает ко-
гнитивные функции у старых мышей. Техноло-
гии CRISPR/Cas9 для подавления экспрессии ге-
нов, ассоциирующихся со старением обобщены
на рис. 8. Полученные данные важны для страте-
гии восстановления гомеостаза в стареющем мозге.
Кроме того, комплекс CRISPR-dCas9 успешно
использовали для улучшения когнитивных спо-
собностей при старении через транскрипцион-
ную активацию гена долголетия Klotho, количе-
ство которого снижается с возрастом [15, 118]. Бе-
лок Klotho способствует выживанию нейронов и
ремиелинизации демиелинизированных аксонов
[15, 113]. Сверхэкспрессия Klotho увеличивает
продолжительность жизни у мышей примерно на
треть, а активация гена Klotho может потенциально
облегчить симптомы и/или предотвратить про-
грессирование когнитивных нарушений, связан-
ных с нормальным старением и нейродегенера-
тивными заболеваниями, такими как болезнь
Альцгеймера и рассеянный склероз, а также нев-
ропатологиями, особенно в пожилых, подвер-

женных стрессу группах населения [25, 68, 109,
118]. Таким образом, повышение уровня Klotho
посредством CRISPR-dCas9 имеет большой тера-
певтический потенциал для улучшения когни-
тивных функций. Важную роль в процессах ста-
рения играют теломеры и теломеразы [10]. Уко-
рочение теломер связано с клеточным старением.
Благодаря использованию CRISPR/Cas для мо-
дификации теломер и теломераз, а также генов,
которые на них влияют, в последние годы был
сделан огромный шаг вперед для перспектив ис-
пользования этих молекул в качестве важнейших
мишеней для увеличения продолжительности и ка-
чества жизни [10]. С целью моделирования старе-
ния, в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y
теломеры мгновенно удаляли при помощи систе-
мы CRISPR-Cas9, нацеленных на повторы тело-
мер, что приводило к дисфункции митохондрий и
снижению жизнеспособности клеток. Кроме то-
го, наблюдались изменения в уровнях белков, ас-
социированных с болезнью Паркинсона, а экс-
прессия α-синуклеина на фоне удаления теломер
приводила к усилению агрегации белка, что свиде-
тельствует о положительном прямом взаимодей-
ствии между старением и патогенезом БП [47].

Болезнь Хантингтона [HD] является моноген-
ным нейродегенеративным заболеванием, в на-
стоящее время неизлечимым. Заболевание вызва-
но аномальным повторением тринуклеотидного
повтора CAG в экзоне 1 гена хантингтина [HTT],
что приводит к продукции мутантного белка, ко-
торый образует включения и избирательно разру-
шает нейроны в полосатом теле и других прилега-
ющих структурах. Чем больше количество копий
CAG, тем раньше болезнь проявится. Было пока-
зано, что нуклеаза Cas9 из Staphylococcus aureus
(небольшой ортолог Cas9), может быть упакована
вместе с направляющей РНК в единый вектор
AAV и использована для блокады экспрессии му-
тантного гена HTT путем стимулирования мута-
ций, вызывающих сдвиг рамки считывания. Вве-
дение этой конструкции в полосатое тело мышей
R6/2 (модель HD) вызывало выключение мутант-
ного гена HTT и приводило к уменьшению ней-
рональных включений почти на 50% [27]. Кроме
того, экспансия микросателлитных повторов в
ДНК продуцируют создание патогенных видов

Рис. 7. Использование технологий CRISPR/Cas9 для регуляции экспрессии генов, ассоциирующихся с болезнью Пар-
кинсона. При болезни Паркинсона наблюдается изменение метилирования ДНК в гене SNCA и нарушение метили-
рования гистона H3 на промоторе SNCA. Через манипуляции с метилированием посредством CRISPR-технологии
возможно значительное снижение экспрессии SNCA и замедление развития заболевания.

Болезнь
Паркенсона

CRISPR-dCas9
DMNT3A

CRISPR-dCas9
JARID1A

Синуклеин

Метилирования
ДНК синуклеина

Метилирования
H3 в промоторе

синуклеина
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РНК. В связи с этим, разрабатываются техноло-
гии для нацеливания на эти РНК для диагности-
ческих и терапевтических целей. Одна из них,
программируемая система CRISPR-RCas9, спо-
собна визуализировать и устранять токсичные
РНК с устранением характерных признаков забо-
левания [7]. С другой стороны, постоянное подав-
ление экспрессии мутантного HTT с помощью
CRISPR/Cas9 в полосатом теле мышей с нокау-
том HD140Q, экспрессирующих мутантный HTT
человека, эффективно истощало агрегаты HTT,
ослабляло раннюю невропатологию и уменьшало
двигательный дефицит [114]. Была создана линия
ИПСК из мононуклеарных клеток крови пациента
с HD с 38 повторами CAG в экзоне 1 HTT. Линия
ИПСК сохранила мутацию, вызывающую заболе-
вание, и выразила маркеры плюрипотентности.
Данная линия представляет собой перспектив-
ную модель для исследования болезни [66]. Та-
ким образом, редактирование генов, опосредо-
ванное CRISPR/Cas9 и использование линий
ИПСК потенциально может быть использовано
для лечения HD и других нейродегенеративных
расстройств, а также устранения нейрональной
токсичности во взрослом мозге.

Когнитивные нарушения и нарушения аутисти-
ческого спектра. Данные нарушения часто связа-
ны с дисфункцией метилирования в гене FMR1,
кодирующем белок FMRP (fragile X mental retar-
dation protein), или мутациями ядерного белка
MeCP2 [53, 112]. Так, при синдроме ломкой Х-
хромосомы (FXS), связанном с экспансией по-
второв CGG и их гиперметилированием, в гене
FMR1 наблюдается снижение содержания FMRP,
вызывающее нарушение трансляции мРНК,
участвующих в регуляции синаптической пла-
стичности, что приводит к умственной отстало-
сти и аутизму. При FXS наблюдается также не-
нормально высокое усиление сигналинга, инду-
цируемого метаботропным рецептором глутамата
(mGluR5). Применение системы CRISPR-Gold,
нацеленной на подавление гена mGluR5 в поло-
сатом теле мышей с нокаутом FMRP (модель
аутизма) позволило снизить уровень mGluR5 на
40–50% и улучшить некоторые поведенческие ха-
рактеристики без появления иммунного ответа
[53]. Повышенное внимание исследователей вы-
зывает также ген MECP2, связанный с Х хромосо-
мой, мутации в котором вызывают расстройства
аутистического спектра, включая синдром Ретта

[33]. Ген MECP2 кодирует белок MeCP2, который
регулирует экспрессию генов через связывание с
метилированными кодонами CGG геномной
ДНК. Метилирование ДНК является важной эпи-
генетической меткой с широкими физиологиче-
скими функциями, включая развитие нейронов.
Соответственно, дисфункция MeCP2 приводит к
значительным физиологическим нарушениям.
При дисфункции MeCP2 наблюдается наруше-
ние двигательной функции и координации, тре-
вожное поведение, сложности с обучением, нару-
шение сна и потеря болевой чувствительности.
С появлением технологий CRISPR/Cas появи-
лась надежда на возможность досконального изу-
чения функций MeCP2, с дальнейшей терапией
аутистических расстройств, связанных с его мута-
цией. С помощью CRISPR/Cas была создана линия
мышей с делецией в домене AT-hook 1 MECP2, сам-
цы которой воспроизводят отдельные фенотипы,
наблюдаемые у людей с заболеваниями аутисти-
ческого спектра, в том числе тревожное поведение и
дефицит обучения [112]. У этих мышей в коре го-
ловного мозга происходит экспрессия мутантного
Mecp2 и изменена экспрессия нескольких генов,
которые специфически экспрессируются в тор-
мозных нейронах мозга. Авторы полагают, что
домен AT-hook 1 является критическим для функ-
ции белка MeCP2.

Известно, что 36% мутаций в MeCP2, вызыва-
ющих синдром Ретта, определяются однонуклео-
тидными заменами G > A или C > T [94]. Таким
образом, замена гуанизина на аденозин потенци-
ально может восстановить функцию MeCP2.
В качестве подхода, Sinnamon и коллеги исполь-
зовали редактирование оснований на уровне
мРНК у мышей MECP2317G > A (R106Q) с син-
дромом Ретта. Для редактирования оснований
использовали AAV систему, экспрессирующую
каталитический домен аденозиндезаминазы,
действующей на РНК, и гид, направленный на
MeCP2. Через 1 мес. в трех разных популяциях
нейронов гиппокампа 50% РНК MeCP2 переко-
дировалось, а локализация белка MeCP2 в гетеро-
хроматине восстанавливалась до 50% от уровней
дикого типа [94]. Таким образом, авторы полагают,
что программируемое редактирование РНК мо-
жет быть использовано для исправления мутаций в
мышиных моделях неврологических заболеваний.
Интересно, что пациенты с мутацией MECP2 ча-
сто демонстрируют нарушение сна, в связи с этим

Рис. 8. Использование технологий CRISPR/Cas9 для регуляции экспрессии генов, ассоциирующихся со старением. С
возрастом наблюдается снижение функций микроглии, понижается экспрессия гена долголетия Klotho и снижается
количество нейронов. С помощью CRISPR-технологий возможно замедление этих процессов.

CRISPR/Cas9Старение Ген долголетия Klotho

Количество нейронов

Функция микроглии
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MeCP2 предложен и в качестве терапевтической
мишени для нормализации сна [103].

С использованием системы CRISPR-опосре-
дованного скрининга Perturb-Seq проведена функ-
циональная оценка 35 генов риска расстройства
аутистического спектра/задержки нервного разви-
тия (ASD/ND) в головном мозге in vivo [42]. Для
этого были произведены CRISPR-индуцирован-
ные нокауты этих генов в развивающемся мозге
мыши в утробе матери, с последующим однокле-
точным секвенированием РНК нарушенных кле-
ток в постнатальном мозге. В результате было по-
казано, как различные мутации влияют на типы и
состояния клеток в развивающемся организме, и
были выявлены нейрональные и глиальные ано-
малии, связанные с генами риска аутизма.

Шизофрения. Генетически сложное полиген-
ное заболевание, которое часто связано с когнитив-
ными нарушениями и широко распространено в
популяции. Чтобы обнаружить механизмы, лежа-
щие в основе полигенных заболеваний, важно
понять функции генов, связанных с заболевани-
ем in vivo, и определить приоритетность генов-
кандидатов для дальнейшего анализа. Удобным
объектом для подобных исследований являются
рыбки данио, которые широко используются как
модельные системы для раскрытия онтогенетиче-
ских и поведенческих функций генов человека
[37]. Для определения нейробиологических
функций 132 генов, связанных с шизофренией
при помощи Cas9, были созданы 132 мутанта да-
нио, в результате установлены функции многих
из них, в том числе определена важная роль фак-
тора транскрипции znf536 в развитии нейронов
переднего мозга, участвующих в социальном по-
ведении и стрессе [101]. Благодаря использованию
CRISPR-опосредованных технологий, также были
обнаружены синергетические эффекты распро-
страненных вариантов риска шизофрении [90].

Перспективы. Основные трудности примене-
ния для терапии когнитивных нарушений в
первую очередь связаны с недостатком фунда-
ментальных знаний молекулярных механизмов
когнитивных функций, а развитие CRISPR-тех-
нологий в ближайшем будущем обещает значи-
тельно пополнить эти пробелы. Кроме того, ос-
новным препятствием для разработки эффектив-
ных методов лечения нейродегенеративных
заболеваний является неполное понимание лежа-
щих в их основе клеточных механизмов. Надежды
в этой области связаны с успехами в разработках
генетических скринингов нейронов, полученных
из индуцированных плюрипотентных стволовых
клеток человека [ИПСК] с использованием
CRISPR-интерференции/активации. Для выяс-
нения вклада различных генов в выживаемость,
дифференцировку, регуляцию транскрипции и
морфологию клеток, в 2019 году была разработана
платформа интерференции CRISPRi для устойчи-
вого нокдауна 2300 эндогенных генов в нейронах,
полученных из ИПСК [102]. Проведя CRISPRi-

зависимый скрининг, авторы выявили нейрон-
специфические гены и гены, которые улучшали
выживаемость нейронов после нокдауна, а также
гены, которые способствовали долголетию ней-
ронов. С применением этих методов, ученые на-
деются понять, почему одни типы нейронов в за-
висимости от нейродегенеративных заболеваний
избирательно уязвимы для нейродегенерации, в
то время как другие устойчивы [44]. ИПСК в насто-
ящее время широко применяются для восстановле-
ния функциональности поврежденной ткани путем
замены поврежденных клеток конкурентными, а
для также моделирования нейродегенеративных
заболеваний с целью разработки новых методов
лечения, открытия биомаркеров, разработки и
тестирования новых лекарств. Выражаются опти-
мистичные надежды, что с помощью ИПСК
удастся осуществить терапию таких нейродегене-
ративных заболеваний, как болезни Паркинсона
и Альцгеймера [105].

Неполными являются и наши знания о меха-
низмах дифференцировки нервных клеток, и, со-
ответственно, о заболеваниях, связанных с непра-
вильным развитием. На основе метода GESTALTЗ, в
котором использовано CRISPR/Cas9-зависимое
редактирование генома для постепенного ввода и
накопления мутаций в штрих-коде ДНК в течение
нескольких раундов деления клетки, что маркирует
клетки-потомки [70], разработан scGESTALT. Этот
подход при помощи одноклеточных последова-
тельностей РНК (scRNA-seq) и штрих-кодов
CRISPR-Cas9 позволяет реконструировать кло-
нальные отношения между сотнями типов кле-
ток, образующихся во время развития, и может
способствовать пониманию молекулярной иден-
тичности и истории происхождения тысяч клеток
во время нормального и патологического разви-
тия любых организмов [83]. Кроме того, для опре-
деления причинной связи между генотипами и
фенотипами нейронов разработана стратегия, ос-
нованная на лазерной микродиссекции отдель-
ных нейронов, трансфицированных CRISPR/Cas
с дальнейшим секвенированием продуктов ПЦР,
содержащих геномную область CRISPR/Cas-ми-
шени в единичных эталонных нейронах [96].

В улучшении нуждаются также технологии до-
ставки CRISPR систем в ЦНС in vivo. Так внутри-
черепное введение вирусных векторов, применя-
емое в настоящее время, захватывает территории
не более нескольких кубических миллиметров.
Оптимизм вызывают недавно разработанные
AAV векторы с модифицированными капсидами,
которые могут преодолевать гематоэнцефаличе-
ский барьер, и, соответственно, могут быть введе-
ны системно [14]. Успешно ведутся и работы по
улучшению как точности и специфичности наце-
ливания CRISPR, так и повышению эффективно-
сти редактирования генома. Недавно была разра-
ботана стратегия CRISPR-chrom, увеличивающая
эффективность модификации генома в несколь-
ко раз через слияние SpCas9 с хроматин-модули-
рующими пептидами, полученными из белков
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HMGN1 и HMGB1, гистона H1 и комплексов ре-
моделирования хроматина [23]. Большими пер-
спективами обладает также система CRISPR-Fo-
kI dCas9 [fdCas9], в которой каталитический до-
мен эндонуклеазы FokI связан с dCas9 и парой
направляющих sgRNA. Димеризация доменов
FokI генерирует двухцепочечные разрывы ДНК,
что активирует механизм репарации ДНК и при-
водит к эффективному редактированию генома
[87]. Успех стратегий генной инженерии для ме-
дицины также будет зависеть от развития без-
опасных, иммуно-инертных и направленных на
определенные типы клеток систем доставки. На-
дежда здесь связана с невирусными векторами
доставки и обнаружением новых ортологов Cas9
из непатогенных видов бактерий [93]. Современ-
ные стратегии редактирования генома, их разви-
тие и перспективы применения детально описа-
ны в обзорах [52, 107, 110].

Начались клинические испытания CRISPR/Cas,
которые дают первое представление о том, как
нацеливание на ДНК и РНК может способство-
вать лечению многих генетических и эпигенети-
ческих заболеваний человека [100]. В настоящее
время несколько коммерческих биотехнологиче-
ских компаний усовершенствуют и внедряют тех-
нологии редактирования и модификации генома
in vivo и разрабатывают методы лечения рас-
стройств ЦНС [64]. Скорость развития в этой об-
ласти – одна из самых высоких в науке. Предпо-
лагается, что следующие 5–10 лет будут важней-
шими для понимания того, удастся ли вылечить
некоторые трудноизлечимые неврологические
заболевания с помощью редактирования генома.

Таким образом, CRISPR/CAS технологии,
позволяющие модифицировать практически лю-
бой ген, либо изменять его экспрессию адаптиро-
ванные для использования в ЦНС, а также транс-
генные и CRISPR-экспрессирующие животные
позволят в ближайшем будущем значительно по-
полнить наши знания о молекулярно-клеточных
механизмах функционирования мозга. Нас могут
ожидать открытия как в области молекулярных
механизмов формирования долговременной па-
мяти, так и в разработке новых подходов к лече-
нию заболеваний, связанных с когнитивными
нарушениями.
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Genome Editing and Regulation of Gene Expression
Using CRISPR/Сas Technologies in Neurobiology
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Abstract—CRISPR/Cas is a revolutionary technology for targeted editing of the genome and epigenome,
which allows to turn on/off and modify almost any gene. These technologies have significant potential for ba-
sic research, including the field of cognitive sciences, and for the treatment of cognitive disorders. CRIS-
PR/Cas technology allows quite easily and at a low cost to modify genes of humans, animals, plants, micro-
organisms and to modulate gene expression. This review is devoted to the use of CRISPR/Cas for the molec-
ular mechanisms studies of the healthy and diseased central nervous system (CNS). The main difficulties of
using CRISPR/Cas for genome editing in the CNS are associated with the CNS complexity, inability of neu-
rons to divide, and due to the blood-brain barrier existence. To study the functions of the genes in the CNS,
it is often necessary to edit several genes simultaneously, and the different brain compartments or different
cell types. The review covers recent achievements related to the adaptation of CRISPR/Cas technologies for
genetic modifications and regulation of gene expression in neurons in vitro and in vivo. The last section of the
review will focus on the potential of these technologies to correct cognitive dysfunctions in animal models and
the potential therapeutic approaches for treatment of human diseases associated with cognitive impairment.

Keywords: CRISPR/Cas, genome editing, epigenetics, long-term memory, cognitive impairment
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