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В работе коротко суммированы проблемы, возникающие при работе с системами трансгенеза на ос-
нове рекомбиназ, а также CRISPR/Cas9. Освещены ряд недавних результатов, касающихся возможных
эффектов, индуцируемых тамоксифеном и доксициклином – агентами, которые широко используются
для регуляции экспрессии генов в трансгенных животных с индуцибельной экспрессией генов. Соглас-
но этим данным, всегда существует вероятность эктопической тамоксифен-независимой экспрессии
трансгена и в настоящее время не всегда можно предсказать, где она будет наблюдаться и насколько это
может повлиять на финальную картину экспрессии генов. Схожая картина наблюдается с использова-
нием доксициклин-зависимых систем, когда “неспецифические” эффекты доксициклина просто
игнорируются. В работе поднимается вопрос о необходимости проведения контрольных экспери-
ментов, учитывающих развитие возможных сторонних эффектов, связанных как с использованием
модуляторов экспрессии генов, так и самих систем, изменяющих геном, либо разработке альтерна-
тивных подходов.

Ключевые слова: рекомбиназа, CRISPR/Cas9, тамоксифен, доксициклин
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Технологии редактирования генома (ТРГ) по-
лучили активное развитие в последние десятилетия
благодаря применению CRISPR/Cas9 системы для
редактирования генома. Важность внедрения дан-
ной системы была подчеркнута вручением
Дж. Дудна и Э. Шарпантье Нобелевской премии
по химии в 2020 году. Однако, несмотря на без-
условную значимость созданной технологии, ге-
номное редактирование с самого начала вызывало
серьезные вопросы, как у исследователей и разра-
ботчиков технологий, так и у обывателей. Одной
из сложно разрешимых проблем, касающихся
ТРГ, остается проблема, связанная с отсутствием
нашего четкого понимания последствий приме-
нения ТРГ, а также того, в каких случаях необхо-
димо использование ТРГ при работе с животными
и, особенно, человеком. Эта проблема порождает
еще одну – тесно связанную с ней – отсутствие
четкой методологической базы, обосновываю-
щей то, как, с какой целью и с использованием
каких контролей должно проводиться исследова-
ние, в котором применяются ТРГ.

Создание нокаутной мыши в 1990 году [1, 2]
породило бум использования трансгенных жи-
вотных (преимущественно мышей) в исследова-

тельских целях, и сейчас практически невозмож-
но встретить научные работы по физиологии и
биохимии в высокорейтинговых журналах без ис-
пользования трансгенных животных. Изначаль-
но идея нокаута гена предполагала, что удаление
гена целиком или его части или его замена на дру-
гой ген (например, ген резистентности к эукарио-
тическому антибиотику) поможет понять функ-
цию, выполняемую нокаутируемым геном. Однако
дальнейшие исследования показали, что подоб-
ный подход дает результаты, которые не всегда
можно легко интерпретировать. Во-первых, но-
каут гена может оказаться летальным уже на ста-
дии эмбриогенеза. Во-вторых, один и тот же ген
может быть вовлечен во множество процессов в
разных клеточных субпопуляциях, и не всегда
очевидно, нокаут в какой из субпопуляций оказал
наиболее существенный физиологический эф-
фект. В этом случае оказывается важной именно
“прицельность” нокаута, когда нокаут произво-
дится именно в целевой субпопуляции клеток в
желаемом органе, а не во всем геноме животного
в целом. В-третьих, замена гена или удаление ге-
на может иметь свои плохо предсказуемые по-
следствия, поскольку это будет изменять укладку
хроматина в районе целевого гена и, как след-
ствие, изменять регуляцию соседних генов [3]. В-
четвертых, удаленный ген мог экспрессироваться
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в различных клеточных субпопуляциях на разных
стадиях онтогенеза, что также может порождать
неопределенность в интерпретации получаемых
данных.

Все или, по крайней мере, большинство этих
проблем “удалось преодолеть” с использованием
условного нокаута (conditional knockout), когда
происходит изменение целевого участка ДНК
животного только в целевой субпопуляции кле-
ток в желаемый промежуток времени. Однако со-
здание условного нокаута, как таковое, в боль-
шинстве случаев является результатом скрещива-
ния трансгенных животных, несущих некоторые
целевые мутации (рекомбиназы под целевым
промотором или сайты рекомбинации) или вве-
дения вирусов, несущих рекомбиназу, трансген-
ным животным, имеющим сайты рекомбинации
в целевых местах генома (рис. 1). Независимо от
подхода, для того чтобы предотвратить прежде-
временную и неселективную экспрессию реком-
биназы, эта экспрессия делается зависимой от
дополнительных веществ. Зачастую создание
условного нокаута основано на использовании
трансгенных животных, у которых в геном встав-
лен ген рекомбиназы (из бактериофагов или
дрожжей). Экспрессия этого гена регулируется
либо антибиотиком доксициклином (за счет на-
личия сайта посадки тетрациклинового активатора
либо репрессора в промоторе рекомбиназы), либо
тамоксифеном (модулятор эстрогеновых рецепто-
ров, связывающийся с мутантным эстрогеновым
рецептором), в отсутствие которого рекомбиназа не
может попасть ядро клетки и запустить рекомбина-
цию. Важно отметить, что использование систем
на основе рекомбиназ позволяет выполнять не
только нокаут генов, но и нок-ин за счет двойно-
го фланкирования целевой последовательности
гена разными loxР последовательностями.

ПРОБЛЕМЫ СИСТЕМ НА ОСНОВЕ 
РЕКОМБИНАЗ

Несмотря на возможность использования жи-
вотных с условным трансгенезом, большой попу-
лярностью также пользуются животные, у которых
экспрессия/локализация рекомбиназы не регу-

лируется дополнительными агентами. Широко
используются животные селективно экспресси-
рующие Cre или Flp рекомбиназы в некоторых
субпопуляциях клеток либо за счет экспрессии
рекомбиназы под соответствующим промотором
либо за счет добавления в маркерный ген клеточ-
ной субпопуляции последовательности несущей
IRES (internal ribosome entry site) и ген рекомби-
назы (см. детали [4]). Известно, что для получе-
ния целевого нокаута необходимо провести по-
следовательное скрещивание животных, несущих
рекомбиназу (например, Cre|wt/wt), с животными, у
которых целевой ген на обеих гомологичных хро-
мосомах фланкирован loxP сайтами1 (flox/flox). В
результате первого скрещивания будет получен
частичный нокаут (Cre|wt/flox), который после
скрещивания с f lox/flox животными даст потом-
ство, у которого произойдет желаемый нокаут це-
левого фрагмента генома в обеих хромосомах
(Cre|f lox/flox) (рис. 2а). Коротко отметим здесь,
что в ряде случаев рекомбинация может произой-
ти у Cre|wt/flox животных в гаметах, несмотря на
наличие специфического промотора [4], и, в ре-
зультате, нокауту гена на одной хромосоме не
только в целевых клетках, но во всех клетках орга-
низма. Как видно из описанной схемы, получение
нокаута вовлекает использование ряда трансгенных
животных, что усложняет не только получение
трансгенных животных с нокаутом в целевых
клетках, но и интерпретацию полученных на этих
животных данных.

Важно отметить, что внесение рекомбиназы в
геном не всегда столь безобидно, как может пока-
заться на первый взгляд. Для ряда линий, несу-
щих Cre показано, что фенотип таких животных
может существенно меняться, приводя к измене-
ниям в гормональном фоне, способности к обу-
чению и т.д. [5–8]. Несмотря на это, в некоторых
исследованиях такие линии продолжают исполь-
зоваться, при этом в ряде случаев в качестве кон-
троля берут не животных, несущих ген рекомби-
назы без удаления целевого гена, но животных,
несущих фланкированную loxP сайтами последо-
вательность, хотя необходимость подобного кон-

1 В случае Flp рекомбиназы должны присутствовать frt сайты.

Рис. 1. Схема функционирования Cre рекомбиназы при удалении фрагмента генома. Фрагмент гена фланкирован loxP
последовательностями. Экспрессия Cre рекомбиназы под специфическим промотором в целевой клеточной субпопу-
ляции приводит к рекомбинации и удалению из генома последовательности, фланкированной loxP сайтами.

loxP loxP loxP

loxP

Ген

Ген

+Cre
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троля всегда подчеркивалась [9]. Получаемые ре-
зультаты говорят о том, что фактически в настоя-
щий момент мы не можем предсказать последствий
внесения изменений в геном, даже когда вносятся,
казалось бы, хорошо описанные генетические

инструменты, такие как рекомбиназы или loxP сай-
ты, и необходимы дополнительные контроли для
экспериментов, проводимых с их использованием.
В настоящий момент, к сожалению, до конца не
ясно, какие животные из указанного выше набора

Рис. 2. Получение нокаутов в животных, экспрессирующих Cre-рекомбиназу. (а) Получение нокаута целевого гена,
фланкированного loxP сайтами (flox/flox) предполагает последовательное скрещивание трансгенных животных, не-
сущих Cre рекомбиназу под промотором целевой клеточной субпопуляции и целевой ген дикого типа на обеих хромо-
сомах (wt/wt) и животных, не экспрессирующих Cre рекомбиназу, но целевой ген (или его фрагмент) в которых флан-
кирован loxP сайтами. Часть их потомства будет иметь генотип Cre|wt/flox, который при последующем скрещивании
с f lox/flox животными даст желаемый генотип Cre|f lox/flox с нокаутом в целевой клеточной субпопуляции. (б) Тамок-
сифен-зависимая система рекомбинации (Cre-ERT2) включает в себя экспрессионную кассету с Cre-рекомбиназой
под промотором, активным в целевой клеточной субпопуляции, фланкированной мутантным эстрогеновым рецепто-
ром, чувствительным к тамоксифену. В отсутствие тамоксифена Cre рекомбиназа не может попасть в ядро (слева); при
добавлении тамоксифена происходит связывание этого лиганда с эстрогеновыми рецепторами, связанными с реком-
биназой, после чего Cre может проникнуть в ядро и индуцировать нокаут целевой последовательности в геноме.

Cre|wt/wt

а

б

flox/flox

flox/flox

Tamoxifen +Tamoxifen
Cre-ERT2

Cre|wt/flox

Cre|flox/flox
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(Cre|wt/wt, Cre|wt/flox, f lox/flox, wt/wt) должны
выступать в качестве контрольных для нокаута
Cre|f lox/flox, однако, во избежание ошибочной
интерпретации результатов исследование должно
включать всех указанных трансгенных животных.

ПРОБЛЕМЫ С ТАМОКСИФЕН-
ЗАВИСИМОЙ “ЦЕЛЕВОЙ” ЭКСПРЕССИЕЙ 

CRE-РЕКОМБИНАЗЫ

Внедрение новых подходов породило ряд но-
вых проблем, которые начали проясняться только в
последнее время за счет использования новых
технологий. Изначально предполагалось, что ис-
пользование тамоксифен-зависимой системы поз-
воляет запускать экспрессию рекомбиназы тогда,
когда это необходимо и, казалось бы, должно
предотвратить эктопическую экспрессию, а ко-
роткое применение тамоксифена не будет иметь
последствий, кроме активации экспрессии ре-
комбиназы (рис. 2б). Оказалось, что, несмотря на
первичные данные об отсутствии значимого вли-
яния тамоксифена [10, 11], его использование
также оказывает дополнительные эффекты и не-
обходимо их учитывать при интерпретации ре-
зультатов, полученных на трансгенных животных
[12]. Проблема также оказалась в том, что у мы-
шей различных линий скорость метаболизма и
выведения тамоксифена разная и зависит от воз-
раста [13], что может влиять на эффективность та-
моксифен-зависимой рекомбинации у мышей с
разным генотипом, а также влиять на длитель-
ность побочных эффектов самого тамоксифена.
Было показано, что тамоксифен может вызывать
изменения в поведении мышей в разных пове-
денческих тестах [14]. Одним из возможных меха-
низмов, лежащих в основе эффекта тамоксифена,
могут быть изменения в Wnt-Dmtra2 сигнальном
пути и, как следствие ослабление пролиферации
нейрональных стволовых клеток и нейрогенеза в
зубчатой фасции гиппокампа и субвентрикуляр-
ной зоне [15]. Проблема также заключается в том,
что тамоксифен не обладает универсальным эф-
фектом во всех тканях в том смысле, что во всех
клетках он связывается с альфа и бета эстрогено-
выми рецепторами и способен вытеснять есте-
ственные эстрогены, однако, в зависимости от
типа клеток, он может, как активировать, так и
ингибировать эстрогеновые рецепторы и, соот-
ветственно, либо активировать, либо подавлять
экспрессию генов, если она регулируется эстро-
геновыми рецепторами. Оба типа эстрогеновых
рецепторов экспрессируются в клетках мозга [16,
17], однако, какие эффекты, cвязанные с модуля-
цией экспрессии генов, тамоксифен вызывает в
разных типах клеток мозга остается по большому
счету неизвестным. В то же время было показано,
что тамоксифен способен модулировать глици-
нергическую передачу [18], увеличивать число

шипиков на пирамидных нейронах поля СА1
гиппокампа [19] и индуцировать переключение
некоторых субпопуляций клеток мозга, включая
нейроны зубчатой фасции гиппокампа, в стрес-
совое состояние [20].

Дополнительная проблема тамоксифен-зависи-
мых Cre-систем была обнаружена сравнительно не-
давно и заключается она в том, что все линии мы-
шей, несущих Cre рекомбиназу, фланкированную
мутантным тамоксифен-активируемым эстроге-
новым рецептором, экспрессируют Cre рекомби-
назу на низком уровне не только в целевых кле-
точных субпопуляциях, что может приводить к
эктопической рекомбинации [21–23]. В результа-
те рекомбинация может происходить в нежела-
тельной клеточной субпопуляции не только при
добавлении тамоксифена, но и вообще тамокси-
фен-независимым образом. В условиях, когда
уровень активности Cre рекомбиназы низок,
большую роль начинает играть расстояние между
LoxP сайтами (чем больше расстояние, тем меньше
вероятность рекомбинации) и, возможно, состоя-
ние хроматина и геномный контекст, в котором рас-
положена целевая последовательность для ре-
комбиназы, содержащая loxP сайты [9]. В настоя-
щее время абсолютно невозможно предсказать, у
мышей каких линий и в каких условиях возможна
эктопическая рекомбинация. Последнее говорит
о том, что эктопическая рекомбинация может
происходить абсолютно неконтролируемо в не-
желательных клеточных субпопуляциях и вносить
свой вклад в результаты, полученные с помощью
“целевого” удаления некоторого гена. Казалось бы,
достаточно иметь в качестве контроля мышей,
которым не вводили тамоксифен, чтобы гаранти-
ровать отсутствие ошибки в интерпретации дан-
ных, полученных при введении тамоксифена. Од-
нако именно в этом случае непредсказуемость эк-
топической рекомбинации может привести к
неверной интерпретации результатов, когда эк-
топическая рекомбинация и целевая рекомбина-
ция по-отдельности могут не индуцировать обна-
руженного эффекта, а комбинация этих событий,
возникающая в мозге животных после инъекции
тамоксифена, может вызывать этот эффект. В
этом случае упомянутый тамоксифен-независимый
“контроль”, оказывается фактически не контро-
лем, а дополнительным типом животных с изме-
ненным геномом в некотором типе клеток, и
именно наличие этого специфического фона мо-
жет обеспечивать возникновение физиологиче-
ского эффекта “целевого” нокаута гена.

В заключении этой части хотелось бы отме-
тить, что проблема использования систем на ос-
нове рекомбиназ и тамоксифена заключается не
только в том, что исследователи используют эти
системы регуляции экспрессии тех или иных ге-
нов, а в том, что зачастую в исследованиях мозга
и поведения с использованием тамоксифен-зави-
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симых систем не делается всех необходимых кон-
трольных экспериментов по выявлению влияния
тамоксифена на те параметры, которые изучаются,
а также выявления того, в каких клеточных суб-
популяциях реально происходят события реком-
бинации.

Одним из возможных подходов, который мо-
жет позволить избежать проблем, связанных с эк-
топической активностью рекомбиназы, а также
упомянутой в предыдущем разделе проблемы,
вышеупомянутой проблемы, касающейся по-
следствий добавления гена рекомбиназы в геном,
является подход, при котором животным с флан-
кированной loxP сайтами целевой последова-
тельностью делают стереотаксическую инъекцию
рекомбинантых вирусов (лентивирусов или аде-
ноассоциированных), несущих ген рекомбиназы
под промотором, характерным для целевой кле-
точной субпопуляции. Это позволяет избежать
ряда вышеописанных неспецифических эффектов,
однако, у этого подхода также есть ряд проблем: (1)
не для всех клеточных субпопуляций мозга из-
вестны достаточно селективные промоторы, хотя
их поиск продолжается; и (2) вирусы заражают не
все типы клеток с одинаковой эффективностью
(например, заражение микроглии до сих пор
остается проблемой [24]).

ПРОБЛЕМЫ ТЕТРАЦИКЛИН-
ЗАВИСИМЫХ СИСТЕМ

Схожая с тамоксифеном ситуация наблюдается
при использовании доксициклина как регулятора
тетрациклин-зависимой системы экспрессии ге-
нов. В зависимости от того, Tet-on или Tet-off си-
стема используется, а также в зависимости от ди-
зайна эксперимента, животные могут получать
доксициклин в течение периодов от нескольких
дней до нескольких месяцев. Важно отметить, что
доксициклин относится к ряду тетрациклиновых
антибиотиков, основным механизмом действия
которых является ингибирование синтеза белка
бактерий за счет нарушения процессинга рибосо-
мальной РНК и накопления в клетках недопро-
цессированной рРНК [25]. Проблема заключает-
ся не только в том, что длительное применение
доксициклина будет приводить к сильным изме-
нениям микрофлоры у животных и изменениям
функционирования оси “микробиота–кишеч-
ник–мозг”, но и в том, что доксициклин может
влиять на сборку митохондриальных рибосом и
нарушать трансляцию РНК генов, кодируемых
митохондриальным геномом [12]. Последнее, в
свою очередь, будет сдвигать функционирование
клеточной биоэнергетики по всему организму и
оказывать влияние не только на те тетрациклин-за-
висимые системы, которые внесены при генной
инженерии, но и буквально на все клетки организ-
ма. Однако, несмотря на наличие столь серьезных

дополнительных эффектов, доксициклин продол-
жает активно использоваться для активации/по-
давления экспрессии генов и выявления эффек-
тов включения/выключения генов на биохимиче-
ские и поведенческие показатели без проведения
контрольных экспериментов по выявлению воз-
можных эффектов доксициклина. Важно также
отметить, что тетрациклин-зависимая система
является одной из множества бактериальных си-
стем регуляции транскрипции генов, в которых
связывание транскрипционного фактора (ре-
прессора или активатора) с некоторым агентом
(тетракциклин, кумат, и т.п.) приводит либо к акти-
вации транскрипции целевого гена либо ее репрес-
сии [26]. Поэтому наиболее вероятным решением
проблемы, связанной с эффектами доксициклина,
может быть создание систем, в которых регуляция
транскрипции зависит от других агентов, прони-
цаемых через ГЭБ и не обладающих столь широ-
ким спектром действия. Более того, разработка
таких инструментов может дать дополнительный
толчок к развитию более сложных инструментов
для регуляции экспрессии генов, когда за счет
внедрения в геном одного животного различных
транскрипционных регуляторов можно будет ак-
тивировать или подавлять экспрессию нескольких
генов, вводя комбинации соответствующих аген-
тов. Необходимо отметить, что вместо систем, взя-
тых из бактерий, можно также использовать систе-
мы регуляции транскрипции из растений, которые
регулируются химическими агентами, либо систе-
мы из грибов, активируемые светом [26]. Однако
данные системы в настоящее время пока находят-
ся в стадии разработки и пока неясно, насколько
их можно будет применять для исследований
функций ЦНС.

ПРОБЛЕМЫ СИСТЕМЫ
НА ОСНОВЕ CRISPR/Cas

Одной из систем редактирования генома, при-
обретшей большую популярность сегодня, явля-
ется CRISPR/Cas9, которая может быть исполь-
зована как для удаления фрагментов генома, так и
для внесения мутаций. Однако ее использование
в исследованиях ЦНС весьма ограничено в связи
с тем, что разрывы и делеции, вносимые систе-
мой Crispr плохо регулируемы, что приводит к
возникновению мозаицизма в клетках, где про-
изошло редактирование генома, и формирова-
нию гетерогенной популяции клеток, имеющих
по-разному измененный геном [27, 28]. В настоя-
щее время тяжело предсказать, насколько возник-
новение мозаицизма существенно для последую-
щего анализа эффектов, индуцированных редакти-
рованием генома. Кроме того, остается проблема
нецелевых мутаций, вносимых CRISPR/Cas9 си-
стемой, что может быть актуально в условиях, ко-
гда экспрессия Cas9 происходит на протяжении
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длительного срока после инъекции вирусов, ко-
дирующих Cas9 и гидовые РНК, в мозг. Однако
возможным решением последней проблемы мо-
жет являться фланкирование промотора Cas9 по-
следовательностью гидовой РНК целевого гена
[29]; в этом случае синтез Cas9 будет приводить к
инактивации целевого гена, а также вырезанию
промотора у Cas9 и прекращению экспрессии
фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Внедрение технологий геномного редактиро-
вания в исследовательский процесс привело к по-
явлению различных инструментов, с помощью
которых оказывается возможным выявлять тон-
кую структуру молекулярных процессов, проте-
кающих в клетках. Особенно актуальными эти
технологии оказались для исследований цен-
тральной нервной системы, состоящей из гигант-
ского числа различных клеточных субпопуляций.
Однако использование сложных инструментов
без должного понимания того, к каким послед-
ствиям приводит их использование, ведет к не-
верным интерпретациям получаемых результа-
тов, и, как следствие, к искажению получаемой
на основе этих результатов картине мира. Улуч-
шение нашего понимания того, как работают ТРГ
неминуемо приводит к необходимости проведе-
ния все большего числа контрольных экспери-
ментов, что усложняет сам эксперимент и увели-
чивает его стоимость. В текущей ситуации, когда
высокорейтинговые журналы фактически требу-
ют набора определенного числа методов в статье
(что, как следствие, приводит к увеличению стои-
мости всей научной работы и времени ее выполне-
ния) применение ТРГ в этих работах становится
нормой, но одновременно приводит к отсутствию
грамотного рецензирования частей этих работ, свя-
занных с ТРГ. С научной точки зрения, последнее
фактически может обесценивать ту часть сложной и
дорогостоящей работы с использованием ТРГ, ко-
торая выполнена без должных контрольных экспе-
риментов. Безусловно, не имеет смысла отвергать
использование ТРГ в биологических исследова-
ниях, но остается важным тщательно продумы-
вать и проводить все необходимые контрольные
эксперименты, несмотря на удорожание исследо-
вательской работы и кажущуюся бесполезность
этих экспериментов. Важно также отметить, что
разрабатываемые в настоящий момент альтерна-
тивные подходы, включающие не только вышеупо-
мянутые, но и такие, как использование аптамеров,
могут помочь обойти описанные в этой работе про-
блемы и углубить наше понимание молекулярных
основ функции ЦНС.
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Problems of Technologies of Genomic Editing and Transgenesis
A. P. Bolshakov

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

This study briefly summarizes the problems that arise when working with transgenesis systems based on re-
combinases and CRISPR/Cas9. A number of recent results are highlighted regarding the possible effects in-
duced by tamoxifen and doxycycline, agents that are widely used to regulate gene expression in transgenic an-
imals with inducible gene expression. According to these data, there is always a possibility of ectopic tamox-
ifen-independent expression of the transgene, and currently it is not always possible to predict where it will
be observed and how this may affect the final picture of gene expression. A similar problem is present with
the use of doxycycline-dependent systems, when the “nonspecific” effects of doxycycline are simply ignored.
The work raises the problem of the need to conduct control experiments, taking into account the develop-
ment of possible side effects associated with both the use of gene expression modulators and the systems that
alter the genome, as well as the development of alternative approaches.

Keywords: recombinase, CRISPR/Cas9, tamoxifen, doxycycline
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Прогресс науки в значительной мере связан с возникновением новых технологий. Одной из таких
прорывных технологий, созданной в начале XXI века, являются различные варианты геномного ре-
дактирования, среди которых наиболее простой и эффективной является технология, основанная
на использовании коротких палиндромных повторов, регулярно расположенных группами (англ.
сокр. СRISPR). Другой важнейшей технологией стало получение индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток (ИПСК, англ. сокр. iPSC). Совместное использование этих двух технологий
существенно повысило возможности тонкого манипулирования с геномом для исследования моле-
кулярно-генетических основ различных патологий, поиска генов-мишений и в перспективе для
практического применения в терапевтическом воздействии на разнообразные тяжелые наслед-
ственные заболевания. Такой подход оказался чрезвычайно полезным для изучения нейропатоло-
гий человека, особенно с учетом того, что многочисленные терапевтические средства, которые ока-
зывают свою эффективность в моделях таких болезней у грызунов, не принесли пользы больным
людям. В настоящем обзоре суммированы основные результаты последних лет по генетическому и
эпигенетическому редактированию генома, полученные главным образом с использованием раз-
личных вариантов технологии CRISPR/Сas9 на моделях ИПСК и культивируемых соматических
клеток пациентов с такими тяжелыми нейродегенеративными заболеваниями как болезнь Альцгей-
мера, болезнь Паркинсона, болезнь Гентингтона и боковой амиотрофический склероз.

Ключевые слова: технология CRISPR/Сas9, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, боко-
вой амиотрофический склероз, болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, болезнь Гентингтона
DOI: 10.31857/S1027813321040051

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

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

ВВЕДЕНИЕ
Нейродегенеративные заболевания – наслед-

ственные или приобретенные заболевания нервной
системы, сопровождающиеся прогрессирующей
гибелью определенных популяций нейронов в цен-
тральной нервной системе. К числу таких заболева-
ний относят болезни Альцгеймера, Паркинсона,
Хантингтона, боковой амиотрофический склероз и
ряд других более редких нейропатологий. Разные
нейродегенеративные заболевания определяются
многими общими фундаментальными процессами,

* Адресат для корреспонденции: 123182 Россия, Москва,
пл. Академика Курчатова, д. 2; тел.: 8-499-196-00-14,
e-mail: igorag@img.ras.ru.
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такими как протеотоксический стресс и сопутству-
ющие ему нарушения в убиквитин-протеасомной и
аутофагосомной/лизосомальной системах, окисли-
тельный стресс, митофагия, апоптоз и нейровоспа-
ление. Патофизиологию и молекулярную основу
этих заболеваний исследуют уже много десятилетий
с использованием разных подходов, однако пони-
мание тонких механизмов этих патологий пока
остается малоизученным [1]. Основная сложность
таких исследований заключалась в том, что изуче-
ние образцов мозга пациентов с нейродегенератив-
ными заболеваниями были возможны только post
mortem, но эти исследования ограничены редкостью
таких образцов, этическими проблемами, а также
потерей наиболее уязвимых нейронов и ограничен-
ным временным окном для их изучения.

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

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

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

БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА

Болезнь Паркинсона (БП) – распространенное
прогрессирующее нейродегенеративное заболева-

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

БОЛЕЗНЬ АЛЬЦГЕЙМЕРА

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

БОКОВОЙ АМИОТРОФИЧЕСКИЙ СКЛЕРОЗ

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

БОЛЕЗНЬ ГЕНТИНГТОНА

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

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

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

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

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

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

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

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

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

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

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

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

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

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

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

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

Большие перспективы в моделировании ней-
родегенеративных заболеваний связывают сего-
дня также с использованием органоидов – само-
организующихся моделей нервных тканей in vitro
[97]. В отличие от 2D модели на основе ИПСК 3D
модель церебральных органоидов может быть бо-
лее эффективной для изучения механизмов воз-
никновения различных нейропатологий и для
скрининга лекарств. Предполагается, что в даль-
нейшем эта модель будет усовершенствована в
результате увеличения клеточного разнообразия
в органоидах за счет включения в нее нескольких
типов глиальных клеток и сосудистой сети.
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and Correction of Neurodegenerative Diseases
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The progress of science is largely associated with the emergence of new technologies. One of such break-
through technologies, created at the beginning of the XXI century, are various variants of genomic editing,
among which the simplest and most effective is the technology based on the use of short palindromic repeats
regularly arranged in groups (CRISPR). Another important technology was the production of induced plu-
ripotent stem cells (iPSC). The joint use of these two technologies has significantly increased the possibilities
of precise manipulation with genome for the study of the molecular and genetic bases of various pathologies,
the search for target genes and, in future, for practical application in the therapeutic effect on a variety of se-
vere hereditary diseases. This approach has proved extremely useful for studying human neuropathologies,
especially given the fact that numerous therapeutic agents that have their effectiveness in models of such dis-
eases in rodents have not brought benefits to sick people. This review summarizes the main results of recent years
on genetic and epigenetic edition of the genome, obtained mainly using various variants of the CRISPR/Cas9
technology on IPSC models and cultured somatic cells of patients with severe neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease and amyotrophic lateral sclerosis.

Keywords: CRISPR/Cas9 technology, induced pluripotent stem cells, amyotrophic lateral sclerosis, Parkin-
son’s disease, Alzheimer’s disease, Huntington’s disease
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Нейродегенеративные заболевания занимают значительную долю в структуре заболеваемости по
всему миру. В частности, в связи с увеличением среднего возраста населения в большинстве разви-
тых стран, резко взрастает доля пациентов с такими диагнозами, как болезнь Альцгеймера и болезнь
Паркинсона. Существующие методы лечения носят преимущественно симптоматический характер
и, позволяя в ряде случаев добиться выраженного клинического эффекта, не могут пока предотвра-
тить продолжающуюся гибель нейронов или обратить вспять нейродегенеративный процесс. Во
многом эти проблемы связаны и с недостаточным пониманием молекулярно-генетических меха-
низмов, которые лежат в основе патогенеза, а также с отсутствием моделей, позволяющих получать
не только качественные, но и количественные данные о процессах, происходящих в нейронах пациен-
тов. Развитие технологий индуцированной плюрипотентности, направленной дифференцировки плю-
рипотентных клеток, а также редактирования генов с помощью программируемых нуклеаз, позволяет
существенно расширить арсенал исследовательских инструментов, особенно в области поиска новых
мишеней для лекарственной и генной терапии.

Ключевые слова: индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, клеточные модели, CRISPR–
Cas9
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ВВЕДЕНИЕ

Клеточные технологии являются одним из ос-
новных и наиболее динамично развивающихся
направлений современной биомедицины и имеют
огромный потенциал применения в фармаколо-
гии, токсикологии и регенеративной медицине.
Клетки, культивируемые в лабораторных условиях,
активно используются для тестирования новых
лекарственных соединений на ранних этапах их
разработки [1, 2]. На сегодняшний день в фарма-
кологических исследованиях используются пер-
вичные культуры соматических клеток человека,
трансгенные соматические клетки, моделирую-
щие то или иное заболевание в условиях in vitro, а
также многочисленные модельные линии клеток
лабораторных животных и сами животные [3–7].
Однако перечисленные выше модели имеют зна-
чительные ограничения в использовании. Жи-

вотные и их клетки, используемые в исследова-
ниях свойств лекарственных веществ, значитель-
но отличаются по своей генетике, физиологии,
морфологии от человека и клеток его тела [8].
Трансгенные клетки человека, получаемые на ос-
нове таких перевиваемых линий как HEK293 или
HeLa, как правило, также не позволяют полно-
ценно смоделировать патогенез заболевания, су-
ществующего in vivo [9–11]. Кроме того, существует
серьезная проблема получения культур специфи-
ческих типов соматических клеток, то есть именно
тех типов клеток, на которых проявляется основ-
ной патологический эффект при том или ином
заболевании. Например, получение культур до-
фаминэргических нейронов (гибнут при болезни
Паркинсона), моторных нейронов (спинальная
мышечная атрофия, боковой амиотрофический
склероз), кардиомиоцитов (синдром удлиненной
QT-фазы сердечного ритма и другие сердечно-со-
судистые заболевания) является процедурой вы-
сокоинвазивной, а иногда просто невозможной.
Кроме того, соматические клетки часто имеют
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ограниченный потенциал выживания и пролифе-
рации в культуре, что затрудняет получение зна-
чительной массы клеток для тестирования биб-
лиотек потенциальных лекарственных соедине-
ний, которые могут состоять из десятков и сотен
тысяч веществ [12].

Все перечисленные выше проблемы снижают
уровень достоверности результатов исследова-
ний, что, в свою очередь, способствует росту лож-
ноположительных или ложноотрицательных ре-
зультатов всего цикла тестирования конкретного
лекарственного соединения. Рост ошибочных ре-
зультатов в фармакологии, как правило, связан со
значительными экономическими потерями. Вы-
ходом из данной ситуации может стать использо-
вание универсальных или плюрипотентных кле-
ток, которые способны неограниченно культиви-
роваться и давать в результате дифференцировки
необходимые для исследований клеточные про-
изводные. Создание клеточных платформ, которые
совмещаю в себе трансгенные клеточные линии для
проведения направленного нокаута генов, выявле-
ния роли однонуклеотидных полиморфизмов
(SNPs) и количественного измерения происходя-
щих в клетках патологических процессов, может
существенно расширить наши представления о
молекулярно-генетических механизмах патоге-
неза заболеваний, найти новые мишени для ле-
карственной и генной терапии, а также прово-
дить скрининговые исследования перспективных
лекарственных соединений.

ИНДУЦИРОВАННЫЕ ПЛЮРИПОТЕНТНЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ

В 2006 году произошло революционное собы-
тие для всей клеточной биологии. Группой япон-
ских исследователей было обнаружено, что сома-
тические клетки мыши могут быть подвергнуты
перепрограммированию путем сверхэкспрессии
набора определенных факторов (Oct4, Sox2, Klf4
и c-Myc) [13]. Позже несколькими группами уче-
ных были получены подобные клетки человека
[14–16]. Полученные клетки, которые по своим
свойствам были очень сходны с эмбриональными
стволовыми клетками, были названы индуциро-
ванными плюрипотентными стволовыми клетками
(ИПСК). Данное открытие привлекло огромное
внимание мирового научного сообщества, так
как в руках исследователей появился уникальный
инструмент, который может быть использован в
различных фундаментальных и прикладных ис-
следованиях, включающих изучение биологии
развития человека, моделирование заболеваний и
доклинические испытания в лабораторных услови-
ях, а также применение ИПСК в заместительной
терапии.

ИПСК человека имеют ряд существенных
преимуществ в контексте применения в доклини-

ческих испытаниях потенциальных лекарствен-
ных соединений:

• ИПСК могут быть получены из различных
типов соматических клеток человека (от фиброб-
ластов кожи до клеток периферической крови).
Методики получения соматических клеток, при-
годных для получения ИПСК, как правило, явля-
ются малоинвазивными [14, 17–19];

• по своим свойствам ИПСК очень сходны с
эмбриональными стволовыми клетками человека,
являются плюрипотентными, то есть могут давать
при дифференцировке практически все произ-
водные, из которых состоит тело взрослого чело-
века [14–17, 20];

• ИПСК обладают неограниченным потенциа-
лом пролиферации в культуре и при необходимости
могут быть получены в масштабе, необходимом для
проведения скрининга библиотек лекарственных
соединений [21];

• ИПСК аутологичны по отношению к донору
соматических клеток. Они могут быть получены
от конкретного пациента в любой период его
жизни, что дает возможность поиска лекарств и
исследования их возможных токсических свойств
на клетках пациентов с конкретным генетическим
фоном. Данное свойство ИПСК может сделать их
одной из основ медицины нового поколения, так
называемой персонифицированной медицины [22];

• Применение ИПСК дает новые возможности
исследования патогенеза и поиска лекарств для те-
рапии комплексных заболеваний, которые захва-
тывают не один тип клеток. Например, из ИПСК,
полученных из клеток одного пациента, могут
быть получены нейроны, кардиомиоциты, гепа-
тоциты и другие типы дифференцированных кле-
ток. Таким образом, становится возможным ис-
следование действия лекарственных соединений
на клетки с разными молекулярно-генетическими,
физиологическими и биохимическими характе-
ристиками, в то же время полученными от одного
пациента [22–26].

Несмотря на значительный прогресс в созда-
нии клеточных моделей заболеваний на основе
ИПСК, в исследованиях пациент-специфичных
ИПСК ученые сталкиваются с несколькими про-
блемами. Во-первых, невозможно подобрать пол-
ностью адекватный “здоровый” контроль для ис-
следования дифференцировки и оценки влияния
различных воздействий на клетки. Контрольные
клетки, полученные от здоровых людей, имеют
другой общий генетический фон. Во-вторых, линии
клеток могут отличаться друг от друга по спектру
дифференцировки, иметь разную скорость деле-
ния и другие индивидуальные особенности, даже
если они получены одним методом и в одной ла-
боратории. Безусловно, данные особенности могут
сказываться на точности результатов исследова-
ний в целом. В-третьих, существует большая про-
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блема, связанная с наличием пациентов, которые
могли бы стать донорами соматических клеток.
Особенно остро эта проблема стоит, если речь
идет о редких наследственных заболеваниях или
редких разновидностях мутаций [27]. Кроме того,
для работы с пациентами необходим определен-
ный набор разрешений и лицензий. В последние
годы активно развиваются технологии направлен-
ного редактирования геномов, которые открывают
новые, еще более широкие, возможности примене-
ния ИПСК в биомедицинских исследованиях и
позволяют решить вышеперечисленные проблемы.

CRISPR-ОПОСРЕДОВАННЫЕ СИСТЕМЫ – 
ИНСТРУМЕНТ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 

КЛЕТОЧНЫХ МОДЕЛЕЙ ЗАБОЛЕВАНИЙ
В начале 2013 г. были опубликованы работы, в

которых описывалось использование компонен-
тов адаптивной иммунной системы бактерий
CRISPR–Cas9 для редактирования геномов мле-
копитающих [28, 29]. Данная система, обладает
высокой эффективностью и специфичностью ра-
боты, но при этом отличается простотой создания
генетических конструкций. Для создания кон-
струкции, опознающей конкретную последова-
тельность ДНК в геноме, достаточно поместить
синтетический фрагмент ДНК длиной около 20
нуклеотидов (спейсер) в специальный вектор,
экспрессирующий направляющую РНК (нРНК)
и нуклеазу Cas9. Спейсер является частью нРНК,
и его последовательность определяет специфич-
ность связывания нРНК с ДНК-мишенью. Связы-
вание осуществляется по принципу комплементар-
ности оснований РНК–ДНК. При этом, нуклеаза
Cas9, находящаяся в комплексе с нРНК произво-
дит двунитевой разрыв ДНК. Разрывы ДНК, ко-
торые были внесены нуклеазой, репарируются по
двум основным общим механизмам. Это него-
мологичное сшивание концов и гомологичная
рекомбинация. При негомологичном сшивании
концов ДНК, как правило, в месте разрыва обра-
зуются небольшие делеции или/и инсерции нук-
леотидов, что может приводить к сдвигу рамки
считывания генов (если разрыв находится в коди-
рующей области) и, как следствие, к нокауту гена.
Если же репарация идет по механизму гомоло-
гичной рекомбинации, а для этого необходима
донорная молекула ДНК, то в конкретное место
генома может быть помещен трансген или заме-
нен единственный нуклеотид. Этот механизм мо-
жет с успехом применяться для внесения или ис-
правления генных мутаций, внесения репортер-
ных генов и так далее [28, 29].

С момента первых работ по применению
CRISPR–Cas9 для модификации геномов в клетках
животных и человека, эта технология претерпела
значительное совершенствование. В частности, бы-
ли созданы новые, генноинженерные варианты

белка Cas9, которые практически не обладают не-
целевой активностью, а также найдены альтерна-
тивные системы, например, CRISPR–Cpf1
(Cas12a) [30–32].

Прогресс в области создания и применения
CRISPR-опосредованных систем открывает ши-
рокие перспективы их применения для изучения
полигенных нейродегенеративных заболеваний,
например, таких как болезнь Паркинсона, болезнь
Альцгеймера или боковой амиотрофический скле-
роз. При исследовании клеточных моделей ней-
родегенеративных заболеваний данные системы
редактирования можно использовать в следую-
щих направлениях:

• Нокаут генов для поиска тех из них, которые
задействованы в патогенезе заболеваний напря-
мую или модифицируют его [33];

• Создание изогенных клеточных моделей [26,
34–36];

• Создание трансгенных клеточных линий,
которые предназначены для мониторинга на-
правленной дифференцировки в релевантные ти-
пы нейронов, а также получения качественных и
количественных данных о происходящих в клет-
ках патологических процессах (апоптоз, оксида-
тивный стресс, дисфункция эндоплазматическо-
го ретикулума) [37, 38].

ГЕНЕТИЧЕСКИ КОДИРУЕМЫЕ СЕНСОРЫ 
ПАТОЛОГИЧЕСКИХ КЛЕТОЧНЫХ 

ПРОЦЕССОВ
Одним из перспективных подходов для иссле-

дования молекулярно-генетических механизмов
нейродегенерации in vitro может быть совмеще-
ние технологий создания линий пациент-специ-
фичных ИПСК, редактирования геномов, генети-
чески кодируемых биосенсоров и направленной
дифференцировки ИПСК в релевантные типы
нейронов. Для этого могут быть применены гене-
тические конструкции, которые могут быть инте-
грированы в локус AAVS1 ИПСК пациентов и
здоровых доноров с применением системы CRIS-
PR-Cas9 [38]. Использование направленной ин-
теграции трансгенов в локус AAVS1, который от-
носится к так называемым “safe harbor” локусам,
позволяет контролировать число копий трансгенов
на геном, а также обеспечивает более стабильную
экспрессию тарнсгенов [39]. Генетически кодируе-
мые сенсоры представляют собой искусственно со-
зданные генноинженерные конструкции, которые
позволяют визуализировать и получать количе-
ственные данные о процессах, происходящих в
живых клетках, например, в нейронах, получаемых
при направленной дифференцировке ИПСК па-
циентов с нейродегенеративными заболеваниями
[40, 41]. В частности, с помощью сенсоров можно
изучать такие процессы, как оксидативный стресс и
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дисфункция эндоплазматического ретикулума. Вы-
сокий уровень метаболизма нейронов подразуме-
вает высокие показатели образования активных
форм кислорода (АФК), и соответственно, нейроны
должны обладать эффективной системой защиты
от них, однако ее становится недостаточно при
оксидативном стрессе. Известно, что глутатион
является внутриклеточным антиоксидантом, и
при развитии патологического процесса показана
значительная роль нарушения гомеостаза глута-
тиона [42]. Например, снижение концентрации
глутатиона в митохондриях влечет за собой акти-
вацию нейрональной 12-липоксигеназы, что при-
водит к образованию пероксидов, притоку Са2+ и, в
конечном счете, к гибели клеток. Например, при
болезни Паркинсона происходит потеря дофами-
нергических нейронов в черной субстанции го-
ловного мозга, а дополнительными источниками
окислительного стресса является автоокисление
дофамина, которое приводит к образованию АФК,
и ферментативное окисление, катализируемое
моноаминоксидазой, которое приводит к образо-
ванию перекиси водорода. Обычно H2O2 инакти-
вируется каталазой или глутатион-S-пероксида-
зой в реакции, в которой глутатион используется
в качестве кофактора. Было показано, что с помо-
щью генетически кодируемых сенсоров возможно
получить достаточно чувствительную систему для
оценки окислительно-восстановительного по-
тенциала глутатиона в живых клетках. Фермент
Grx1 в конструкции обеспечивает реакции окисле-
ния и восстановления белка roGFP2 после взаимо-
действия с глутатионом. Оценка окислительно-вос-
становительного потенциала при этом проводится с
помощью ратиометрических расчетов уровней
возбуждения светом определенной длины волны
(405/488 нм) белка roGFP2. Еще одним преиму-
ществом данного подхода является то, что можно
применить два типа конструкций (Cyto и Mito),
которые позволяют производить независимые
измерения в цитоплазме и митохондриях клеток
(за счет наличия сигнального пептида, который
перенаправляет белок-сенсор в митохондрии).
Данные конструкции будут интегрированы под
доксициклин-зависимый промотор, чтобы систе-
му можно было активировать на разных стадиях
дифференцировки ИПСК в зрелые дофаминерги-
ческие нейроны. Помимо этого, данная система
может быть применена для выявления и тестирова-
ния химических соединений, направленных на
нормализацию уровня АФК.

Следующий, не менее важный момент, – явле-
ние стресса эндоплазматического ретикулума
(ЭПР), который вызван накоплением несверну-
тых, дефектных белков в люмене ЭПР [43]. Дан-
ный патофизиологический процесс характерен
для большинства нейродегенеративных заболева-
ний и может быть одной из мишеней для терапев-
тического воздействия [44–49]. Для формирования

третичной структуры белка важно образование ди-
сульфидных связей, что опосредуется ферментом
протеиндисульфид-изомераза, который в свою
очередь активируется окислением. Данный процесс
тесно связан с образованием перекиси водорода, в
пространстве в которым оказываются вновь синте-
зированные белки. В ЭПР при этом накаплива-
ются денатурированные или частично свернутые
белки в таком случае активируется система Un-
folded Protein Response (UPR). UPR может спо-
собствовать повышению активности шаперонов
и снижению синтеза белка. Этот механизм пред-
ставлен белками, заякоренными в мембране ЭПР –
PERK, IRE1 и ATF6. Показано, что мутация белка
паркина приводит к нарушению функции протеа-
сом, и соответственно, к перегрузке ЭПР. Было
показано на мышах и на культуре клеток, что
можно визуализировать и стресс ЭПР с помощью
генетически кодируемых сенсоров.

Для изучения процессов связанных со стрессом
ЭПР может быть применена следующая тестовая
модель: в локус AAVS1, под контролем доксицик-
лин-управляемого промотора производится встрой-
ка конструкции XBP1-флуоресцентный белок [50],
функционирование которой зависит от актива-
ции UPR с через белок IRE1 (в XBP1 эндорибону-
клеаза IRE1 будет вырезать 26-нуклеотидный ин-
трон сдвигая рамку считывания белка, тем самым
обеспечивая экспрессию той части конструкции,
которая кодирует флуоресцентный белок), что
позволит визуализировать клетки с активирован-
ным белком IRE1. Клетки с активированной систе-
мой UPR (имеющие красное свечение) могут быть
отсортированы и использованы для более по-
дробного молекулярно-генетического и биохи-
мического исследования. Кроме того, данная си-
стема может работать в обратном направлении.
Выделенные с помощью сортировки клетки мо-
гут применятся для тестирования препаратов, ко-
торые направлены на коррекцию нарушений
фолдинга белков в ЭПР (рис. 1).

Помимо этого, может быть применена систе-
ма, в которой ген, кодирующий флуоресцентный
белок, заменен геном люциферазы. Это позволит
проводить измерения уровня активности люци-
феразы (который будет прямо пропорционален
уровню активации IRE1 и стресс-зависимого
сплайсинга мРНК XBP1) в ответ на различные
воздействия, в том числе, на действие низкомоле-
кулярных химических соединений. Кроме того,
данный вариант сенсора позволяет масштабиро-
вать измерения до 96-луночного формата, что су-
щественно повышает производительность и дает
возможность скрининга библиотек потенциаль-
ных лекарственных препаратов (рис. 1).

Помимо использования взаимодействия IRE1
и XBP1 существуют и другие сенсоры стресса
ЭПР, например, основанные на визуализации ак-
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тивации транскрипционного фактора ATF6 (Acti-
vating transcription factor 6) [43]. В норме данный бе-
лок заякорен в мембране ЭПР. В ответ на стресс он
перемещается в аппарат Гольджи, где подвергается
протеолизу, активируется и перемещается в ядро
клетки. Принцип действия сенсора основан на
том, что к белку ATF6 с N-конца присоединен
флуоресцентный белок EGFP, который не меша-
ет протеолизу, активации и перемещению ATF6.
При этом мы можем наблюдать распространение
флуоресцентного сигнала в ядро клетки. Подсчи-
тывая ядра с сигналами на микроизображениях и
статистически обрабатывая эту информацию,
можно судить о степени выраженности стресса
ЭПР (рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Поиск новых, эффективных и безопасных
средств терапии нейродегеративных заболеваний
является одним из вызовов современной медици-
ны и фармакологии. Последние достижения кле-
точной и молекулярной биологии позволяют по-
новому взглянуть на создание модельных систем
для исследований in vitro. Эти системы, на основе
трансгенных индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток, позволяют производить широ-
кий спектр исследований, выявлять тонкие моле-
кулярные механизмы патогенеза, искать и нахо-
дить мишени для терапевтического воздействия и
тестировать потенциальные лекарственные пре-
параты.

Рис. 1. Схема функционирования генетически кодируемых биосенсоров стресса эндоплазматического ретикулума.
Схема работы биосенсора XBP1-TagRFP (а). Схема работы биосенсора XBP1-luc2-hRluc (б). Схема работы биосенсора
EGFP-ATF6 (в). XBP1 – фрагмент гена XBP1, содержащий стресс-чувствительный интрон размером 26 п.н., TagRFP –
ген красного флуоресцентного белка, EGFP – ген зеленого флуоресцентного белка, luc2 – ген люциферазы светлячка
Photinus pyralis, Rluc – ген люциферазы кораллового полипа Renilla reniformis, Puro – ген устойчивости к пуромицину,
STOP – стоп-кодон, F – FLAG-эпитоп.
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Neurodegenerative diseases occupy a significant share in the structure of morbidity around the world. In par-
ticular, due to the increase in the average age of the population in most developed countries, the proportion
of patients with diagnoses such as Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease is sharply increasing. Numer-
ous studies have not yet led to the emergence of drugs that can be effectively and safely used in the treatment
of these and many other neurodegenerative diseases. To a large extent, these problems are associated with an
insufficient understanding of the molecular genetic mechanisms that underlie pathogenesis, as well as with
the lack of models that allow obtaining not only qualitative, but also quantitative data on the processes occur-
ring in the neurons of patients. The development of technologies for induced pluripotency, directed differen-
tiation of pluripotent cells, as well as gene editing using programmed nucleases, makes it possible to signifi-
cantly expand the arsenal of research tools, especially in the search for new targets for drug and gene therapy.

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

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

В основу регуляции генной активности эука-
риот положено многоуровневое взаимодействие
определенных участков ДНК с белками, которые
называются транскрипционными факторами [5].
Взаимодействие регуляторных элементов, хими-
ческие модификации ДНК, посттрансляционные
модификации белков гистонов и строго контро-
лируемое расположение этих гистонов, опреде-
ляющее расположение хроматина влияют на экс-
прессию генов в различных типах клеток и стади-
ях клеточного цикла. Процесс, приводящий к
изменению активности гена без изменения его
нуклеотидной последовательности, называется
эпигенетической регуляцией. Метилирование ДНК
представляет собой особый механизм контроля
активности генов, который получил максималь-
ное развитие у высших эукариот и является эпи-
генетической модификацией, играющей решаю-
щую роль во многих регуляторных процессах. Он
участвует в регуляции экспрессии транскрипци-
онных генов, геномного импринтинга, инактива-
ции Х-хромосомы, сайленсинге подвижных эле-
ментов и поддержании целостности генома [6].
Метилирование ДНК характерно для широкого
круга эукариот и чаще всего происходит в палин-
дромных CpG-динуклеотидах. Для центромерных,
околоцетромерных и повторящихся элементов ха-

* Адресат для корреспонденции: 125367 Россия, Москва, Во-
локоламское шоссе, д. 80, e-mail: annvet@mail.ru.
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рактерно гиперметилирование CpG-островков.
Высокое метилирование CpG-островков также
обнаружено внутри активно транскрибирующихся
участков генома, в то время как CpG-динуклеоти-
ды, связанные с промоторами генов, остаются в
гипометилированном состоянии, что указывает на
локальный контекст CpG метилирования и его
связь с регуляторным потенциалом. Целенаправ-
ленное изменение метилирования ДНК пред-
ставляет собой многообещающий метод для ис-
кусственной регуляции активности генов. И если
ранее применение глобальных метилирующих и
деметилирующих агентов не позволяло вносить
конкретные изменения, и, следовательно, иссле-
довать взаимосвязь конкретного эпигенетическо-
го статуса и развития заболевания, то редактирова-
ние эпигеномов на основе системы искусственных
нуклеаз особенно полезно для исследования экс-
прессии генов в процессе развития, при целом ряде
заболеваний, включая нейродегенеративные. Но-
вые точные инструменты для редактирования
эпигенома позволяют добавлять и удалять даже
единичные эпигенетические метки. Это обеспечи-
вает возможность выявления причинно-следствен-
ных связей и идентификации наиболее важных
эпигенетических модификаций при определенном
состоянии.

СУЩЕСТВУЮЩИЕ ВАРИАНТЫ 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ЭПИГЕНОМА

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

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

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

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

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

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

Таблица 1. Применение эпиэффекторов для регулирования работы генов

Эпиэффектор Эпигенетическая
модификация Особенность Недостатки Ссылки

Трансактиваторный 
домен VP64

Привлечение активаторов 
транскрипции, 
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

Увеличение активации 
транскрипции

“Первое поколение” 
активаторов 
транскрипции

14

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

Использование трех 
факторов транскрипции 
приводит к повышенной 
экспрессии гена-мишени

При нецелевом
связывании способен 
репрессировать 
транскрипцию

16

SAM-активатор 
(VP64, p65, HSF1)

Привлечение активаторов 
транскрипции,
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

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

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

17

LACE 
(CRY2/CIB1-VP64)

Привлечение активаторов 
транскрипции,
увеличивается уровень 
H3K27ac, H3K4me

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

Процедуры 
конструирования
векторов технически 
сложны и требуют много 
времени

18

Репрессорный домен 
KRAB

Привлечение 
корепрессорных белков

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

Степень репрессии 
транскрипции варьирует 
в зависимости
от эндогенного состояния
хроматина

15

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

Более высокая 
активность репрессора 
транскрипции, чем одна 
система KRAB

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

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

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

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

Таблица 2. Применение эпиэффекторов для редактирования эпигенома

Эпиэффектор Эпигенетическая 
модификация Особенность Недостатки Ссылки

Коровый домен гистон 
ацетил-трансфераза P300

Ацетилирование
гистонов

Возможность 
активировать 
экспрессию гена 
от дистальных
энхансеров

Необходим пул gRNA 
для успешного восста-
новления экспрессии 
генов

20

Домены гистон
метилтранфераз PRDM9, 
G9A, DOT1L

Увеличение 
метилирования
гистона H3K4me3

Эффективность
активации экспрессии 
зависит от контекста 
хроматина в сайтах 
связывания gRNA

Высокая чувствитель-
ность к CpG-сайтам 
внутри мишени

21

Домен ДНК-деметилаза 
TET 1

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

Важно знать
критичные CpG-сайты 
внутри мишени

22

Деметилаза гистонов 
LSD1

Уменьшение уровня 
H3K27ac, H3K4me

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

Активность
ограничена
энхансерами

23

Метилтрансфераза 
гистонов Ezh2

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

Временно влияет 
на работу гена

24

Метилтрансфераза
DNMT3A-DNMT3L

Увеличение
метилирования
в CpG-островках

Существенно 
подавляется экспрессия 
гена при одновремен-
ном использовании 
нескольких gRNA

Глобальные нецелевые 
эффекты, независящие 
от gRNA и способов 
доставки

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

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

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

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

ОГРАНИЧЕНИЯ СУЩЕСТВУЮЩИХ 
СИСТЕМ РЕДАКТИРОВАНИЯ ЭПИГЕНОМА

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

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

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

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

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

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

РЕДАКТИРОВАНИЕ ЭПИГЕНОМА 
ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

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

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

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

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

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

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

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

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

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Открытие системы CRISPR/Cas9 ознаменова-

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

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

aResearch Center of Neurology, Moscow, Russia

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

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



НЕЙРОХИМИЯ, 2021, том 38, № 4, с. 329–338

329

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ ДЛЯ ТЕРАПИИ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА: ОТ ЭКСПЕРИМЕНТА К КЛИНИКЕ

© 2021 г.   М. Ю. Степаничев*
Федеральное государственное бюджетное учреждение науки

Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН, Москва, Россия
Поступила в редакцию 13.05.2021 г.

После доработки 22.06.2021 г.
Принята к публикации 23.06.2021 г.

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

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, геномное редактирование, CRISPR–Cas9, TALEN, ZFN, бе-
лок-предшественник β-амилоида, пресенилины, белок τ, аполипопротеин Е
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – одна из наиболее

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

считается фактором риска развития БА с поздним
началом.

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

Системы геномного редактирования на основе
дизайнерских нуклеаз (нуклеазы цинковых паль-
цев (zink finger nucleases, ZFN), подобные тран-
скрипционному активатору эндонуклеазы (tran-
scription activator-like endonuclease, TALEN),
CRISPR–Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-(CRISPR)-associated protein
(Cas9)) и другие представляют собой мощный ин-
струмент для манипуляций с генами. Эти систе-
мы позволяют осуществлять не только канониче-
ские манипуляции с ДНК, такие как делеции или
инсерции участков генов (рис. 1а–в), но и нека-

* Адресат для корреспонденции: 117485 Россия, Москва, ул. Бут-
лерова, 5а; тел.: +7(495)952–40–07; e-mail: m_stepanichev@ih-
na.ru.

ОБЗОРЫ



330

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 4  2021

СТЕПАНИЧЕВ

нонические, а именно: репрессия или активация
транскрипции и замена отдельных оснований
(рис. 1г–е). Это дает возможность необратимо
инактивировать гены, корректировать их последо-
вательность, модулировать их активность. Разра-
ботка методов геномного редактирования для те-
рапии таких моногенных заболеваний, как серпо-
видноклеточная анемия или мышечная дистрофия,
является удачным примером использования техно-
логии для лечения моногенных заболеваний. Ре-
зультаты этой работы с высокой вероятностью бу-
дут внедрены в клинику [2]. Успешность примене-
ния систем редактирования для модификации
генома в нейронах в культуре и в мозге дает на-
дежду на возможность их использования и для те-
рапии заболеваний нервной системы. В этом об-
зоре мы рассмотрим существующие эксперимен-
тальные подходы к коррекции патогенетических
механизмов БА, созданные на основе геномного
редактирования. В заключении будут кратко про-
анализированы возможные проблемы, связанные
с использованием этих методов, как возможного
средства для лечения БА и других нейродегенера-
тивных патологий.

ПОДХОДЫ К РЕДАКТИРОВАНИЮ 
ГЕНОМА И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ 

ДЛЯ ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ ЦЕЛЕЙ

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

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

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

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

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

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

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

Патофизиологические процессы Гены

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

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

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

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

служить последовательность нуклеотидов непо-

врежденной парной хромосомы или последова-

тельность нуклеотидов, внесенная извне с плаз-

мидой или олигонуклеотидом.

Все три типа нуклеаз были апробированы в ис-

следованиях для модификации генома в нейро-

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

встраивание нового гена в геном или редактиро-

вание имеющихся модификаций гена, препят-

ствующих его нормальной работе. Однако, наряду с

этими “каноническими” возможностями, перспек-

тивным представляется использование систем ре-

дактирования для изменения уровня транскрипции

за счет модуляции активности регуляторов тран-

скрипции, изменения уровня метилирования

промоторных участков или репрессии тран-

скрипции [17]. В частности, при использовании

CRISPR-интерференции деактивированная нук-

леаза Cas9 (dCas9) в комплексе с ингибитором

транскрипции может быть применена для ре-

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

перспективен для ингибирования избыточной

экспрессии, например, α-синуклеина при болезни

Паркинсона или APP при БА. Аналогично этому

комплекс CRISPR–dCas9 с активаторами тран-

скрипции может быть использован для реализации

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

активации.

Еще одним важным подходом к использованию

возможностей CRISPR–Cas является редактирова-

ние однонуклеотидных замен [18]. Присоединение

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

зин-дезаминазы предоставляет возможность заме-

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

Такой подход максимально подходит в тех ситуа-

циях, когда PAM расположен вблизи нуклеотида,

который необходимо отредактировать, но при этом

изменение соседних нуклеотидов нежелательно.

К неканоническим подходам относится и ре-

дактирование РНК, которое позволяет изменить

экспрессию гена на уровне транскрипта. Несмотря

на то, что антисмысловые нуклеотиды известны

давно и уже применяются, например, для лече-

ния спинальной мышечной атрофии [19, 20], их

использование имеет ряд ограничений. Поэтому

использование Cas13d, фермента, который свя-

зывается с РНК в клетках и расщепляет ее, может

служить альтернативой с большей спецификой в

отношении мишени по сравнению с антисмысло-

выми олигонуклеотидами [21].

В следующих разделах мы рассмотрим приме-

нение этих технологий для экспериментальной

терапии БА.

КОРРЕКЦИЯ APP/β-АМИЛОИДНОГО 
КАСКАДА

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

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

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

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

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

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

физиологические характеристики нейронов [31]

и Ca2+ гомеостаз [32].

КОРРЕКЦИЯ ПРОЦЕССОВ, СВЯЗАННЫХ
С МЕТАБОЛИЗМОМ БЕЛКА ТАУ

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

Гиперфосфорилирование белка τ зависит от
активности целого ряда протеинкиназ, воздействуя
на которые можно регулировать этот процесс. Так,
повышенная активность циклин-зависимой ки-
назы Cdk5 может приводить к развитию таупатии
[36]. Это становится следствием накопления ак-
тиватора Cdk5 белка p25, который образуется в
результате расщепления более крупного регуля-
торного белка p35 цистеиновой протеазой каль-
паином. В условиях патологии, в том числе и при
БА, накопление p25 ведет к избыточной активации
Cdk5 и способствует гиперфосфорилированию
белка τ. Валидность этого механизма подтверди-
ли Seo et al. [37], которые модифицировали
ИПСК, полученные от пациента с фронто-тем-
поральной деменцией, воспользовавшись систе-
мой CRISPR–Cas9 для введения в геном этих
клеток гена, кодирующего укороченный фраг-
мент Δp35KI, неспособный образовывать актива-
тор Cdk5 белок p25. В органоидах, которые полу-
чили авторы этой работы отсутствовали признаки
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гиперфосфорилирования белка τ. Таким обра-
зом, замена гена, кодирующего p35, может быть
новым подходом к лечению таупатии. Следует от-
метить, что попытки изучить влияние других ге-
нов, ассоциированных с БА, на метаболизм белка
τ не увенчались существенным успехом. Так,
CRISPR–Cas9-опосредованный нокаут 22 генов
в клетках HEK293T не влиял на агрегацию белка τ
или захват его агрегатов [38]. Несмотря на недо-
статки использованной экспериментальной моде-
ли, можно предположить, что гены, ассоциирован-
ные с развитием БА и вовлеченные в работу сиг-
нальных каскадов, прежде всего связанных с
иммунным ответом и липидным метаболизмом,
слабо влияют на состояние белка τ.

КОРРЕКЦИЯ МУТАНТНОГО АЛЛЕЛЯ 
АПОЛИПОПРОТЕИНА APOE4

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

APP, фосфорилирование белка τ, нарушение Са2+

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

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

НЕТРАДИЦИОННЫЕ МИШЕНИ 
ДЛЯ ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ

ПРИ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

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

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

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

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

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

ПРАКТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ГЕНОМНОГО 

РЕДАКТИРОВАНИЯ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

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

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

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

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

аутологичные клетки, которые после ex vivo тран-

сдукции AAV вектором, несущим ген NGF, транс-

плантировали в мозг, либо прямые инъекции век-

тора [58, 59]. В идущих клинических испытаниях

генной терапии векторные конструкции вводят

внутривенно, внутрицистернально или внутрите-

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

ния, которые апробируются для лечения серпо-

видноклеточной анемии, предполагают ex vivo ре-

дактирование аутологичных гематопоэтических

или прекурсорных клеток. В случае, когда аутоло-

гичные клетки определенных тканей проблема-

тично получить для ex vivo редактирования как,

например, при мышечной дистрофии, предлагает-

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

рее относится ко второму типу, который требует

непосредственного введения конструкций, необ-

ходимых для редактирования. Такой тип воздей-

ствия будет лимитирован способностью вектора

распространяться в паренхиме мозга и редакти-

рованием генома в ограниченном количестве

клеток. Будет ли этого достаточно для восстанов-

ления нарушенных функций нужно выяснить в

будущих исследованиях. Наконец, для применения

геномного редактирования с целью терапии БА не-

обходимо решить, когда и/или на какой стадии

развития патологического процесса будет воз-
можно применять такой подход.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

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

Рис. 2. Возможности использования редактирования генома для терапии наследуемой и ненаследуемой БА и пробле-
мы, которые нуждаются в решении. Расшифровку аббревиатур см. в тексте.
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(APOE4 генотип)
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рование белка τ
(p35(p25)/Cdk5)

Геномное

редактирование

(CRISPR–Cas9)

Этические

проблемы

Тканеспецифичная

доставка

Безопасность

(нецелевые

эффекты)

Патогенные мутации

в APP, PSEN1, PSEN2
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исследований и кооперацией исследователей без-
условно позволит начать новую эру в лечении бо-
лезни Альцгеймера.
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Using Genome Editing for Alzheimer’s Disease Therapy: From Experiment to Clinic

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

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

Keywords: Alzheimer’s disease, genome editing, CRISPR–Cas9, TALEN, ZFN, amyloid precursor protein,
presenilins, τ protein, apolipoprotein E
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SLC6A1 (solute carrier family 6 member 1) – ген, кодирующий белок-транспортер гамма-аминомасля-
ной кислоты (ГАМК) GAT1. GAT1 отвечает за обратный захват ГАМК из синаптической щели и
межклеточного пространства. Мутации в гене SLC6A1 могут приводить к нарушению ГАМК-регу-
ляции и связаны с эпилепсией и рядом психических заболеваний. В этом обзоре мы рассматриваем
роль белка GAT1 в ГАМКергической регуляции и связь мутаций в гене SLC6A1 с эпилепсией, рас-
стройствами аутического спектра, умственной отсталостью и шизофренией, а также перспективы
их лечения при помощи систем редактирования генома.

Ключевые слова: SLC6A1, GAT1, ГАМКергическая система, мутации de novo, РАС, умственная отста-
лость, эпилепсия, шизофрения
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ВВЕДЕНИЕ
SLC6A1 (The Solute Carrier Family 6 Member 1) –

ген, кодирующий белок-транспортер GAT1 (GABA
transporter 1). Функция белка GAT1 состоит в уда-
лении избытка гамма-аминомасляной кислоты
(ГАМК) из синаптической щели и прекращении
ГАМК-нейротрансмиссии [1]. ГАМК является
главным тормозным нейромедиатором в централь-
ной нервной системе (ЦНС). В свою очередь транс-
портер GAT1 играет важную роль в контроле вне-
синаптической концентрации ГАМК, модулируя
как фазовое, так и тоническое торможение [2–5].
Кроме того, ГАМК является нейротрофическим
фактором и играет важную роль на ранних этапах
развития мозга и пролиферации нейрональных
стволовых клеток [6, 7].

Клинические проявления мутаций в SLC6A1
включают в себя широкий спектр заболеваний [8,
9]. Основным заболеванием, для которого харак-
терны мутации в гене SLC6A1, является эпилеп-
сия. Эти мутации имеют тенденцию встречаться в

более тяжелых случаях эпилепсии [10, 11]. Эпи-
лепсия часто сопровождается расстройствами
аутического спектра (РАС), умственной отстало-
сти (УО) и различных неврологических симпто-
мов (атаксия или неустойчивая походка, тремор и
нарушения мелкой моторики) [10]. Поиск редких
и de novo мутаций у больных с РАС показал связь
мутаций в гене SLC6A1 с аутизмом [12, 13]. Непо-
средственную связь мутаций с РАС пока сложно
оценить, поскольку аутизм коморбиден с эпилеп-
сией [14] и для этой болезни также характерны
нарушения в работе ГАМКергической системы
[15]. Мутации в гене SLC6A1 оказались основным
результатом исследования, посвященного поиску
de novo мутаций у больных шизофренией, причем
все носители мутаций не имели симптомов, свя-
занных с эпилепсией и РАС, что говорит о неза-
висимой роли SLC6A1 в патогенезе шизофрении
[16]. Было показано, что для больных шизофре-
нией характерно нарушение функционирования
белка GAT1 в ряде областей головного мозга (в
префронтальной коре [17], лимбической системе
[18] и мозжечке [19]). Согласно базе “GWAS Cata-
log” (www.ebi.ac.uk/gwas/genes/SLC6A1) на мо-
мент написания этого обзора, в гене SLC6A1 были

* Адресат для корреспонденции: 119991 Россия, Москва,
ул. Большая Пироговская, д. 2, стр. 4, e-mail: zhenya.buki-
na97@gmail.com.
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найдены полиморфизмы, ассоциированные с ря-
дом заболеваний, среди которых миопия [20], рак
матки [21], алкоголизм [22] В исследовании гене-
тической предрасположенности к алкогольной
зависимости полиморфизмы в гене SLC6A1 были
обнаружены как второй по значимости сигнал
среди полученных результатов, что неудивитель-
но, учитывая, что этанол действует на организм в
том числе через рецепторы ГАМК. Кроме того,
ассоциации гена SLC6A1 с синдром дефицита
внимания/гиперактивности (СДВГ) были найде-
ны в крупном кандидатном исследовании [23] и
раннем GWAS [24], однако, в более поздних GWAS
эти ассоциации не были реплицированы [25].

Таким образом, изучение роли генетических
особенностей, связанных с мутациями в гене
SLC6A1, в патогенезе различных заболеваний мо-
жет позволить глубже понять механизмы их раз-
вития и разработать новые подходы к их диагно-
стике и, возможно, генной терапии.

ГЕН SLC6A1

Ген SLC6A1 принадлежит к семейству, вклю-
чающему 19 паралогичных генов, кодирующих
переносчики простых химических веществ. У че-
ловека он локализован на 3 хромосоме (3p25.3) и
согласно геномному браузеру Ensembl (http://
www.ensembl.org, v103) его размер составляет
47061 п.н. Ген SLC6A1 содержит 18 экзонов, имеет
несколько аннотированных альтернативных про-
моторов, с которых может экспрессироваться
41 альтернативный транскрипт. Экспрессия раз-
личных вариантов гена SLC6A1 изучена недоста-
точно. Есть исследования, связывающие различ-
ные альтернативные транскрипты с эпилепсией
[26] и развитием СДВГ [27]. На момент написа-
ния обзора для SLC6A1 было известно 277 ортоло-
гов. Значительный объем генетических исследо-
ваний GAT1 сделан на генах-ортологах у лабора-
торных животных.

SLC6A1 в основном экспрессируется централь-
ной нервной системе. В головном мозге GAT1 лока-
лизован преимущественно на пресинаптической
мембране аксонов ГАМКергических нейронов [28].
В исследованиях на модельных животных также
показано присутствие транспортера на мембра-
нах астроцитов [29], олигодендроцитов [30] и
клетках микроглии [31]. Вне мозга заметная экс-
прессия SLC6A1 наблюдается в тканях печени,
однако, согласно базе Human Protein Atlas
(www.proteinatlas.org), самого белка GAT1 в печени
почти нет [32]. Кроме того, GAT1 обнаруживается
в мужской половой системе, где белок, по-види-
мому, необходим для нормального сперматогене-
за [33].

РОЛЬ БЕЛКА GAT1
В ГАМКЕРГИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ

GAT1 осуществляет перенос ГАМК вместе с
ионами натрия и хлора из синаптической щели в
терминали пресинаптических нейронов и близле-
жащие глиальные клетки, тем самым способствуя
прекращению ГАМК-сигнализации (рис. 1) [34].

Транспорт ГАМК – это активный процесс,
требующий наличия электрохимического гради-
ента для Na+, создаваемого Na+/K+ АТФазой.
ГАМК-транспортеры осуществляют совместный
перенос ГАМК, Na+ и Cl– в соотношении 1ГАМК :
: 2Na+ : 1Cl– по градиенту концентрации ионов
Na+ и Cl– [35, 36]. Обратный захват нейромедиа-
тора происходит в течение миллисекунд после его
высвобождения и, таким образом, не позволяет
ГАМК активировать соседние синапсы [37]. Од-
нако GAT1, являясь ионным каналом, участвует в
генерации еще как минимум двух токов, которые
стехиометрически не связаны с переносом ГАМК,
Na+ и Cl– через мембрану: (1) ГАМК-опосредован-
ный ток ионов Na+ во внутриклеточное про-
странство [38]; (2) ГАМК-независимый катион-
ный ток утечки [39]. Благодаря этим токам акти-
вация GAT1 может создавать локальные
изменения мембранного потенциала [37].

Основная функция ГАМКергической системы
состоит в модуляции текущей активности ней-
ронных сетей. Воздействуя на ионотропные и ме-
таботропные рецепторы, ГАМК контролирует ге-
нерацию потенциалов действия и временную
структуру паттернов активности, создаваемых це-
лыми популяциями нейронов [40–43]. Это требует
тонкого контроля времени активации ГАМК-ре-
цепторов, что, в свою очередь, зависит от точного
времени высвобождения ГАМК из пресинапти-
ческих терминалей и клиренса ГАМК из внекле-
точного пространства. Для нормальной работы
ГАМК-рецепторов, обеспечивающих высокое
отношение сигнала к шуму, концентрация ней-
ромедиатора в окружающей внеклеточной жид-
кости должна поддерживаться на низком уровне.
Это может быть достигнуто только путем обратного
захвата, поскольку метаболизм ГАМК осуществля-
ется внутриклеточно в нейронах и глиальных клет-
ках (рис. 2) [44–46]. Кроме того, работа ГАМК-
транспортеров ограничивает выход ГАМК из ак-
тивных синапсов (т.е. перелив) и, следовательно,
контролирует пространственную специфичность
ГАМКергической передачи [47–49].

В ряде экспериментов с нокаутированием
SLC6A1 у мышей были выявлены такие проявле-
ния, как снижение агрессивности [50], тревоги,
депрессии [51], гипалгезия [52] и снижение пове-
денческих реакций по отношению к этанолу [53].
Данные результаты могут быть ассоциированы с
повышенным внеклеточным уровнем ГАМК в
связи с дисфункцией GAT1 и, соответственно,
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усилением торможения, поскольку GAT1 счита-
ется основным транспортером ГАМК в ЦНС. Од-
нако в работах Chiu и др. у нокаутированных по гену
SLC6A1 мышей наблюдались тремор, атаксия, нер-
возность и повышенное ГАМК-индуцированное
возбуждение в мозжечке [54, 55]. Этот фенотип
напоминает побочные эффекты лечения высоко-
селективным ингибитором GAT1 – тиагабином
(противоэпилептический препарат) [56].

Для понимания подобных фенотипических
проявлений рассмотрим возможные последствия
дисфункции GAT1 в контексте строения
ГАМКергической системы.

Семейство ГАМК-транспортеров. Транспортеры
гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК-транс-
портеры) относятся к семейству переносчиков
SLC6 (solute carrier 6 transporter family). Семейство
SLC6 состоит из 19 белков и, в зависимости от ха-
рактера переносимых веществ, подразделяется на
четыре группы: ГАМК-транспортеры, транспор-
теры аминокислот, транспортеры моноаминов и
транспортеры незаменимых аминокислот (рис. 3)
[57]. Эти транспортеры поддерживают внекле-
точный уровень ГАМК и возбуждающих амино-
кислот на низком уровне и регулируют таким об-
разом их функциональную активность и внутри-
клеточный метаболизм. Транспортеры обладают
различными свойствами как в отношении их
транспортных функций (обратного захвата ней-

ромедиаторов), так и в отношении их способно-
сти действовать в качестве ионных каналов [58].

Группа ГАМК-транспортеров состоит из шести
белков: A1/GAT1, A13/GAT2, A11/GAT3, A12/BGT1,
A8/CT1 и A6/TauT, каждый из которых способен
транспортировать ГАМК и другие молекулы:
β-аланин (GAT2 и GAT3), таурин (TauT), креатин
(CT1) и бетаин (BGT1) [59]. Среди указанных
транспортеров наибольшую роль в процессах об-
ратного захвата ГАМК играют белки GAT1, GAT2
и GAT3 (в особенности GAT1) [8, 45, 59, 60]. GAT1
принадлежит к высокоселективным, натрий- и хло-
рид- зависимым ГАМК-транспортерам и локали-
зуется преимущественно на пресинаптической
мембране ГАМКергических нейронов и в мень-
шей степени на мембранах астроцитов, окружаю-
щих синапс [36, 45, 58].

Результаты иммуногистохимических анализов
у крыс отражают слабую экспрессию GAT2 в
ЦНС по сравнению с периферическими органа-
ми, и наоборот, широкое распространение GAT1
и GAT3 по всему мозгу [61]. Самые высокие уров-
ни экспрессии GAT1 наблюдаются в гиппокампе,
обонятельных луковицах, молекулярном слое ко-
ры больших полушарий (L1), пириформной (гру-
шевидной) коре, верхних холмиках четверохол-
мия, межножковом ядре и ядре спинномозгового
пути тройничного нерва. Самые высокие уровни
экспрессии GAT3 наблюдаются в обонятельных
луковицах, таламусе, гипоталамусе, варолиевом

Рис. 1. Функция ГАМК-транспортера GAT1. Транспорт ГАМК за счет ко-транспорта ионов Na+ и Cl–.
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мосту и продолговатом мозге, бледном шаре, ба-
зальных ганглиях, черной субстанции, ядрах моз-
жечка и ядре спинномозгового пути тройничного
нерва [61]. Уровень экспрессии GAT1-3 в коре
больших полушарий меняется в зависимости от
слоев. GAT1 экспрессируется в основном в L2–L4
слоях (наружном зернистом, наружном пирамид-
ном и внутреннем зернистом), GAT2 обнаружи-
вается преимущественно в молекулярном слое, а
GAT3 – в L3 слое (наружном пирамидном) и
верхней части L5 слоя (внутреннего пирамидно-
го) [61, 62].

Если сравнивать экспрессию ГАМК-транс-
портеров в ЦНС на клеточном и субклеточном
уровнях, то экспрессия GAT1 наиболее выражена
в пресинаптических мембранах ГАМКергиче-
ских нейронов и менее выражена в глиальных
клетках [62]. Степень экспрессии GAT3 в ЦНС в
целом ниже, чем GAT1, и наблюдается преиму-
щественно в клетках глии [28]. Экспрессия GAT2
в ЦНС также ниже по сравнению с GAT1, и он,
как и BGT1, по большей части экспрессируется за
пределами ЦНС: в печени и почках [45, 63]. Та-

ким образом, GAT1 является главным транспор-
тером ГАМК в ЦНС.

Структура белка GAT1. ГАМК-переносчики
семейства SLC6 имеют общую структуру, пред-
ставляющую собой 12 трансмембранных доменов
(рис. 4). Каждый транспортер имеет различное
сродство к ГАМК, различную локализацию в тканях
и различную субстратную специфичность [45].
Белок GAT1, молекулярная масса которого со-
ставляет 67074 Да, состоит из 599 аминокислот
[64]. Среди всех ГАМК-транспортеров, экспрес-
сия GAT1 в ЦНС выражена наиболее сильно [45].
Перечисленные особенности GAT1 сделали его
мишенью для разработки селективных противо-
эпилептических лекарственных средств [65].

Для понимания процессов, происходящих при
нарушении обратного захвата ГАМК, рассмот-
рим типы ГАМКергических нейронов, строение
ГАМК-рецепторов и формы торможения в цен-
тральной нервной системе.

ГАМКергические интернейроны (типы, локали-
зация, участие в поддержании баланса между воз-
буждением и торможением). Гамма-аминомасляная

Рис. 2. Метаболизм ГАМК. ГАМКергические нейроны осуществляют высвобождение ГАМК, которая воздействует на
постсинаптические рецепторы ГАМКa и ГАМКb. Избыток нейромедиатора транспортируется в клетки глии преиму-
щественно обратным транспортером GAT2 и в пресинаптическую терминаль преимущественно транспортером GAT1.
Метаболизм ГАМК происходит внутриклеточно с участием митохондрий. В клетках глии ГАМК превращается в глу-
тамат, затем в глутамин, который далее переносится глутаматными транспортерами в ГАМКергический синапс. Там
глутамин претерпевает обратное превращение через глутамат в ГАМК и упаковывается в везикулы. При возбуждении
ГАМКергического нейрона вновь происходит релиз ГАМК. Таким образом, цикл замыкается. Внесинаптические
ГАМКa и ГАМКb рецепторы активируются ГАМК, постоянно присутствующей в межклеточном пространстве в ма-
лых концентрациях.
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кислота (ГАМК) осуществляет функцию главного
тормозного нейромедиатора в центральной нерв-
ной системе. В префронтальной коре ГАМКергиче-
ские интернейроны оказывают тормозные влия-
ния на пирамидные нейроны контролируя таким
образом входящее возбуждение от афферентных

структур и генерацию потенциалов действия [41,
67]. ГАМКергические интернейроны можно
классифицировать по их морфологии, электро-
физиологическим свойствам или гистологиче-
ским маркерам [68, 69]. Согласно наиболее рас-
пространенной классификации выделяют сле-

Рис. 3. Молекулярно-филогенетический анализ семейства обратных транспортеров SLC6. Семейство SLC6 делится на
четыре группы: переносчики ГАМК (зеленый), аминокислот (голубой), моноаминов (розовый) и незаменимых ами-
нокислот (серый). В скобках указаны вещества, которые также могут транспортироваться переносчиками ГАМК.
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Рис. 4. Строение белка GAT1. (а) Схематичное строение белка GAT1 Aquifex aeolicus LeuTAa. Транспортер состоит из
12 трансмембранных доменов. N- и С-концевые участки белка располагаются в цитоплазме. В структуре GAT1 име-
ются две внеклеточные β-цепи (серо-зеленые стрелки), четыре внеклеточные (EL2, EL3, EL4a, EL4b) и две внутри-
клеточные спирали (IL1, IL2). Ионы Na+ изображены в виде двух розовых сфер. Молекула субстрата (Leu) изображена
в виде большой желтой сферы. Модифицировано из [59]. (б) Модель 3D-структуры белка GAT1 на основе транспор-
тера 4xp9.1.A. Рентгеновская структура дофаминового транспортера дрозофилы [66].
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дующие типы интернейронов по экспрессии
характерных маркеров: парвальбуминовые (экс-
прессирующие Са2+-связывающий белок
парвальбумин, PV) и интернейроны, экспресси-
рующие ионотропный серотониновый рецептор
5HT3a (5HT3aR) [70]. PV интернейроны (наиболее
распространенный тип ГАМКергических интер-
нейронов) могут, в свою очередь, быть разделены
на два подтипа: корзинчатые клетки (иннервиру-
ют сому и проксимальные дендриты) и клетки-
канделябры (образуют синаптические контакты с
начальным сегментом аксона) [71, 72].

В ряде работ было показано, что корзинчатые
интернейроны участвуют в генерации гамма-ко-
лебаний (30–80 Гц), связанных с когнитивными
функциями и обработкой информации у разных
видов [73–75]. Наличие значительных изменений
в гамма-колебаниях было обнаружено при забо-
леваниях, связанных с когнитивными нарушени-
ями, таких как шизофрения и расстройства аути-
стического спектра (РАС) [76, 77]. Для того чтобы
данные процессы протекали эффективно, уровни
торможения и возбуждения должны поддержи-
ваться в определенном соотношении, которое
для префронтальной коры составляет примерно
20/80% (возбуждение/торможение) [78, 79]. Баланс
между процессами возбуждения и торможения на-
чинает формироваться на начальных этапах разви-
тия нервной системы и продолжает активно под-
держивается гомеостатическими механизмами на
протяжении всей жизни [80, 81]. Накопленные
данные свидетельствуют о том, что дисбаланс
возбуждения и торможения вносит вклад в этио-
логию и симптоматику целого ряда заболеваний,
связанных с нейрональным развитием, включая
шизофрению, расстройства аутистического спек-
тра (РАС) и эпилепсию [82].

У больных шизофренией нарушения рабочей
памяти связаны с дисфункцией дорсолатераль-
ной префронтальной коры [83]. Для шизофрении
характерен дефицит декарбоксилазы глутамино-
вой кислоты (GAD67), фермента, синтезирующего
ГАМК [84–86]. Хотя у пациентов большинство
ГАМК-интернейронов префронтальной коры экс-
прессируют нормальный уровень мРНК GAD67,
приблизительно 25–35% ГАМК-интернейронов
(преимущественно PV-нейроны [87]) не имеют
обнаруживаемого уровня этого транскрипта. Од-
нако нарушения только в PV-нейронах не могут
полностью объяснить дефицит экспрессии мРНК
GAD67 поскольку такие изменения также наблю-
дались в I, II и V слоях коры, где количество PV-
нейронов невелико [88, 89]. Таким образом, эта
дисфункция, по крайней мере частично, связана
с нарушениями процессов фазового (синаптиче-
ского) и тонического (внесинаптического) тор-
можения входных сигналов пирамидальных клеток
SST-содержащими и CCK-содержащими типами
ГАМК-интернейронов [83].

ГАМК-рецепторы. До настоящего времени бы-
ло описано три типа ГАМК-рецепторов, два из
которых, ГАМКА и ГАМКC, являются лиганд-за-
висимыми ионными каналами, а ГАМКB – мета-
ботропным рецептором, связанным с G-белком
[90].

Ионотропные рецепторы состоят из 5 субъ-
единиц. В структуру ГАМКC-рецепторов входят
ρ1–3 субъединицы [91]. Данный тип рецепторов
первоначально относили к подтипу ГАМКА. Их
функции связаны со зрительной обработкой ин-
формации, регуляцией ритмов сна–бодрствования,
восприятием боли, памятью, обучением, гормо-
нальной регуляцией и желудочно-кишечной сек-
рецией. Эти рецепторы локализованы в сетчатке,
таламусе, гиппокампе, гипофизе и желудочно-
кишечном тракте [92]. ГАМКА-рецепторы пред-
ставляют больший интерес в контексте развития
психических и неврологических заболеваний.
Они образуют множество изоформ из различной
комбинации 16-ти типов субъединиц (α1–6, β1–3,
γ1–3, δ, ε, π, и θ) [93, 94]. От субъединичного со-
става зависят различные свойства ГАМКА-рецеп-
торов: кинетика активации (влияет на их десен-
ситизацию [95]), локализация (рецепторы ГАМК,
содержащие субъединицы α1 и γ2, сосредоточены
в постсинаптических участках, где они опосреду-
ют фазное торможение [96, 97]), в то время как
ГАМК-рецепторы, содержащие субъединицы α4
и δ, в переднем мозге избирательно локализованы
в внесинаптических участках [96–98]. Внесинап-
тические рецепторы обладают высокой чувстви-
тельностью к ГАМК и опосредуют тоническое
торможение [83]). Активация пресинаптических
ГАМКА-рецепторов подавляет высвобождение
нейромедиатора путем ингибирования потенциал-
зависимых Ca2+-каналов. В свою очередь, пост-
синаптические ГАМКА-рецепторы отвечают за
генерацию тормозного постсинаптического по-
тенциала (ТПСП) и развитие быстрой гиперпо-
ляризации постсинаптической мембраны [99].
Однако, было показано, что длительная активация
постсинаптических ГАМКА-рецепторов способна
приводить к развитию длительного деполяриза-
ционного постсинаптического потенциала [100].
Субъединичный состав ГАМКА-рецепторов может
иметь значение в патогенезе заболеваний, напри-
мер, композиция субъединиц ГАМКА-рецепторов в
нейронах может меняться во время эпилептоге-
неза; эти изменения отражаются в фармакодина-
мике лекарственных препаратов [101, 102].

Метаботропные ГАМКB-рецепторы состоят из
двух субъединиц (GBR1 и GBR2) [103] и могут
располагаться как на пре-, так и на постсинапти-
ческой мембране [104, 105]. При взаимодействии
ГАМКB-рецептороа с лигандом (ГАМК) запуска-
ется каскад реакций, приводящий к открытию
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связанных с G-белком калиевых каналов и, как
следствие, развитию медленного ТПСП, дляще-
гося сотни миллисекунд [106–108]. В результате
развивается длительная гиперполяризация, на-
ступающая после быстрой гиперполяризации,
вызванной активацией ионотропных рецепторов
[99]. Внесинаптические ГАМКB-рецепторы спо-
собны активироваться постоянно присутствую-
щими в межклеточном пространстве малыми
концентрациями ГАМК, а также ГАМК, вышед-
шей за пределы синаптической щели в результате
перелива ГАМК [106]. В результате активации
пресинаптических ГАМКB-рецепторов снижает-
ся ГАМК-нейротрансмиссия тормозных интер-
нейронов [105].

Разнообразие форм ГАМКергического торможе-
ния. Выделяют разные формы ГАМКергического
торможения. В зависимости от того, какой тип
нейрона подвергается торможению, различают
торможение ГАМКергических интернейронов
(приводит к увеличению возбуждения) и тормо-
жение возбуждающих нейронов (приводит к сни-
жению возбуждения) [109]. По локализации тор-
мозных синаптических окончаний: торможение,
развивающееся в аксо-дендритных синапсах
(контроль входных токов, распространяющихся
от дендритов к соме), торможение в аксо-сомати-
ческих контактах и торможение начального сег-
мента аксона (контроль выходных токов - генера-
ции потенциалов действия) [110]. В контексте па-
тологий, связанных с нарушением обратного
захвата ГАМК, подробнее остановимся на клас-
сификации торможения по типу синаптической
передачи. Фазное торможение опосредуется воз-
действием высокой концентрации ГАМК на
постсинаптические ГАМК-рецепторы в резуль-
тате дискретного выброса нейромедиатора из
пресинаптического окончания. Однако в меж-
клеточном пространстве постоянно присутствует
небольшое количество ГАМК, которое поступает
туда в результате выхода нейротрансмиттера за
пределы синаптической щели, а также в результа-
те обратного функционирования ГАМК-транс-
портеров [111–113]. Малые концентрации ГАМК
воздействуют на внесинаптические ГАМК-ре-
цепторы, активация которых вызывает тониче-
ское торможение [114, 115]. Данный вид торможе-
ния поддерживает определенное значение потен-
циала мембраны и модулирует возбудимость
клетки путем снижения порога генерации потен-
циалов действия [114]. В ряде работ было показано,
что длительная стимуляция внесинаптических
ГАМК-рецепторов способна приводить к изме-
нению их работы и развитию деполяризации в ре-
зультате их активации (а не гиперполяризации)
[116–118], что теоретически может происходить
при нарушении обратного захвата ГАМК.

У мышей с дефицитом GAT1 усиливается то-
ническое торможение и удлиняется время затуха-
ния фазного торможения, опосредованного пост-
синаптическими ГАМК-рецепторами, тогда как
частота, амплитуда и кинетика ГАМК-индуциро-
ванных постсинаптических токов не изменяются
[55, 119]. Однако в других работах на GAT1-дефи-
цитных мышах показано снижение частоты ТПСП,
что может быть связано с увеличением экспрес-
сии ферментов (GAD65/67), участвующих в син-
тезе ГАМК в пресинаптических терминалях тор-
мозных нейронов [120, 121].

В совокупности эти результаты свидетельству-
ют о многочисленных молекулярных и клеточных
функциях GAT1. Нарушение работы ГАМК-
транспортера обусловливает сложный патогенез
заболеваний у пациентов с мутациями в гене
SLC6A1.

ГАМК и нейрогенез. Дифференцировка, ми-
грация и интеграция нейронов регулируются ря-
дом молекулярных процессов.

ГАМК является нейротрофическим фактором
[122]. В эмбриональном периоде ГАМК является
возбуждающим нейромедиатором [123, 124]. То-
ническое возбуждение, опосредованное актива-
цией ГАМК-рецепторов, стимулирует и направ-
ляет миграцию проекционных нейронов [122].
Стимуляция ГАМКB и ГАМКC-рецепторов способ-
ствует миграции нейронов через кортикальную
пластинку [125], тогда как активация ГАМКА-ре-
цепторов данный процесс прекращает [126].

Нарушение ГАМК-сигнализации на ранних
стадиях развития изменяет клеточную миграцию
и архитектуру коры [127–132].

Кроме того, ГАМК участвует в нейрогенезе и
во взрослом возрасте. Хотя остальные нейроме-
диаторы также регулируют различные процессы
созревания нейронов из нейрональных стволо-
вых клеток, среди них ГАМК является наиболее
важным. Так, развитие и функции клеток-зерен
во взрослом мозге контролируются ГАМКерги-
ческой системой [133].

Нейротрофический фактор мозга (BDNF) и
другие нейротрофины способствуют миграции
клеток, синаптогенезу, росту дендритов и под-
держанию функционирования синапсов на про-
тяжении всей жизни [125, 134–136]. Изменение
уровня BDNF в развивающемся мозге может на-
рушить миграцию ГАМКергических интернейро-
нов [137–139]. Кроме того функции BDNF оста-
ются критическими и на более поздних этапах
развития мозга (в подростковом возрасте), когда
синаптические контакты укрепляются или под-
вергаются прунингу [140, 141]. В данный период
предрасположенность к развитию психических
заболеваний является наиболее высокой [142].

Фактор роста BDNF, рецепторы к которому
присутствуют в различных типах ГАМК-интер-
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нейронов, синтезируется и секретируется пира-
мидальными нейронами [143]. ГАМК регулирует
активность BDNF путем переключения актива-
ции на ингибирование гена BDNF во время изме-
нения ГАМК-сигнализации с возбуждающей на
тормозную [144]. В процессе развития ГАМК-ин-
дуцированная мембранная деполяризация при-
водит к открытию кальциевых каналов L-типа и
высвобождению BDNF, что, в свою очередь, спо-
собствует дифференцировке нейронов [145]. Уве-
личение экспрессии хлорид-калиевого котранс-
портера 2-го типа (KCC2) примерно во время
рождения изменяет градиент ионов хлора, и ре-
зультат активации ГАМК рецепторов с деполяри-
зующего на гиперполяризующий [146, 147]. По
мере развития гиперполяризации [148] кальцие-
вые каналы L-типа перестают активироваться и
индуцировать синтез и высвобождение BDNF
[144].

Таким образом, BDNF и ГАМК тесно взаимо-
действуют, и нарушения обратного захвата ГАМК
могут привести к снижению нейротрофических
процессов как на начальных этапах развития, так
и в зрелом мозге и, следовательно, к развитию ря-
да неврологических заболеваний.

ГЕНЕТИКА SLC6A1
И ПСИХОНЕВРОЛОГИЧЕСКИЕ 

ЗАБОЛЕВАНИЯ
Мутации в белок-кодирующих генах являются

существенным генетическим фактором риска
развития психических и психоневрологических
заболеваний. Рассмотрим некоторые фенотипи-
ческие проявления мутаций в гене SLC6A1.

Эпилепсия. Эпилепсия – хроническое невро-
логическое заболевание, характеризующееся на-
личием судорожных приступов [149]. Мутации в
гене SLC6A1 изначально были найдены у пациен-
тов с миоклоническими-атоническими судорога-
ми [10]. Однако спектр фенотипических проявле-
ний мутаций в этом гене оказался шире. В работе
Johannesen et al. были проанализированы 34 слу-
чая (24 пробанда, 6 членов их семей и клиниче-
ские данные от 4 ранее описанных испытуемых) с
мутациями в гене SLC6A1 [8]. В 31 из 34 случаев у
испытуемых диагностирована эпилепсия, пред-
ставленная в следующих формах: абсансы, ати-
пичные абсансы, атонические судороги и мио-
клонические или миоклонические-атонические
судороги, реже (5/31) – генерализованные тонико-
клонические судороги. Важно отметить, что об-
щим для всех пациентов стало наличие в разной
степени выраженной умственной отсталости (от
легкой до средней) с нарушением речевой функции.
Притом, у 3 из 34 испытуемых, даже в отсутствие
эпилепсии, наблюдалась умственная отсталость в
легкой форме. Также, у половины пациентов
имелись поведенческие расстройства (гиперак-

тивность, агрессивное поведение, синдром дефи-
цита внимания и аутизм в различных комбинаци-
ях). Подобные проявления наблюдались ранее на
животных моделях: у мышей с мутациями в slc6a1
[150].

Как обсуждалось ранее, дисфункция GAT1 мо-
жет влиять на динамику процессов возбуждения
и торможения через множество механизмов. На-
рушения процессов обратного захвата, приводят
к повышению концентрации ГАМК как в синап-
тической щели, так и вне синапса [119]. Это может
привести к гиперстимуляции внесинаптических
ГАМКА и ГАМКB-рецепторов, которые отвечают
за развитие тонического торможения [151]. В ра-
боте Cope и др. было показано усиление ГАМКА-
опосредованного тонического торможения в тала-
мо-кортикальных нейронах у мышей с нокаутом
GAT1, приводящее к гиперполяризации таламо-
кортикальных нейронов и нарушению генерации
потенциалов действия [151]. Кроме того, длитель-
ная активация ГАМКB-рецепторов, индуцирующая
открытие потенциал-зависимых Ca2+ каналов
Т-типа, способна вызвать циркулирующее воз-
буждение в таламо-кортикальной системе через
генерацию последовательных потенциалов дей-
ствия [152, 153]. Предыдущие исследования пока-
зали, что активация ГАМКB-рецепторов вызывает
судороги у мышей и крыс и что предварительное
введение антагониста ГАМКB-рецепторов может
уменьшить их продолжительность или привести к
их отсутствию [154, 155]. Снижение функции
GAT1 может также привести к снижению кон-
центрации ГАМК в синаптических терминалях,
и, следовательно, к нарушению высвобождения
ГАМК и нарушению фазного торможения. Кроме
того, фазное торможение, опосредованное ГАМКА-
рецепторами, может быть нарушено вследствие
изменения их субъединичного состава [156]. Ре-
зультаты in vivo исследований на нокаутированных
по GAT1 мышах показали значительное увеличение
тонического торможения в гиппокампе, при неиз-
менной или сниженной амплитуде ТПСП на пост-
синаптических мембранах [119, 157]. Таким обра-
зом, снижение функции GAT1 может привести к
развитию эпилепсии как через чрезмерную акти-
вацию внесинаптических ГАМКА- и ГАМКB-ре-
цепторов, так и через снижение синаптической
ГАМКА-опосредованной сигнализации [158].

GAT1 является одной из основных мишеней
для лечения эпилепсии [26]. Например, препарат
тиагабин (селективный ингибитор GAT1) широ-
ко используется при фокальной эпилепсии [26].
Встает закономерный вопрос: если мутации в гене
SLC6A1 и нарушение функционирования белка
GAT1 могут являться одной из причин эпилеп-
сии, почему для лечения эпилепсии используют
ингибиторы GAT1? Объяснение этому может
быть в том, что мутации в GAT1, которые приво-
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дят к эпилепсии, не обязательно проявляются в
снижении его концентрации, а также тем, что на
GAT1 нокаутных моделях нет части проявлений
эпилепсии (например, нет судорог).

Таким образом, крайне важно выяснить, как
мутации в гене SLC6A1 влияют на ГАМКергиче-
скую сигнализацию и развитие мозга, а также по-
следствия терапии ингибиторами GAT1.

Расстройства аутистического спектра. Аутизм
или, шире, расстройства аутистического спектра
(РАС) – генетически обусловленные заболевания,
характеризующиеся нарушением нервно-психи-
ческого развития, манифестирующие, как правило,
в детском возрасте. Генетическая архитектура
РАС включает редкие вариации в сотнях генов
(возникшие de novo или унаследованные от роди-
телей) и полиморфизмы в тысячах локусов. Гене-
тические исследования как редкой, так и распро-
страненной изменчивости, связанной с РАС, по-
казывают, что в основном мутации, вовлеченные в
развитие аутизма, влияют на начальные этапы
развития мозга, в том числе на процессы диффе-
ренцировки клеток коры больших полушарий
[159–161]. Нарушения в работе ГАМКергической
системы связаны с РАС, что хорошо видно в фи-
зиологических исследованиях и в исследованиях
на животных моделях аутизма [162]. Часто гены, му-
тации в которых связаны с развитием РАС и эпи-
лепсии, играют роль в функционировании
ГАМКергической системы [163, 164]. Важно от-
метить, что РАС и эпилепсия нередко сопутству-
ют друг другу, что свидетельствует об общности
патогенеза данных заболеваний [165]. Имеется
ряд исследований, в которых изучались мутации
в гене SLC6A1 в контексте развития аутизма [8, 9,
166–168]. Дисбаланс процессов возбуждения и
торможения, одной из причин которого является
нарушение функции переносчика GAT1, также
является одной из гипотез развития РАС [169];
[15, 82]. Кроме того, ГАМК является нейротро-
фическим фактором и играет важную роль в про-
лиферации нейронных стволовых клеток на ран-
них этапах развития мозга [6, 7]. Нарушение этого
процесса может являться одной из причин разви-
тия РАС.

Умственная отсталость. Умственная отсталость
(УО) – заболевание, характеризующееся задерж-
кой умственного развития, при котором наблю-
дается нарушение познавательных способностей,
речи и моторики, что приводит к потере социаль-
ной дееспособности [170]. У большинства паци-
ентов с мутациями в гене SLC6A1 наблюдается
развитие умственной отсталости, которая может
развиваться как сама по себе, так и на фоне друго-
го психического или физического нарушения [8].
В более ранних работах упоминалось о том, что
одним из самых характерных проявлений мута-
ции в SLC6A1 является предшествующая эпилеп-

сии умственная отсталость в легкой или умерен-
ной форме, как правило с нарушениями речи [10].
В исследовании Gong и др. проводились поведен-
ческие тесты на нокаутированных по гену SLC6A1
мышах [5]. В результате была обнаружена взаимо-
связь между изменением ГАМКергической регу-
ляции в гиппокампе и нарушениями процессов
обучения, запоминания и синаптической пла-
стичности. Кроме того, поскольку ГАМК играет
ключевую роль в процессах эмбрионального раз-
вития нервной ткани [7], нарушение этого про-
цесса из-за дисфункции белка GAT1 также может
являться одной из причин умственной отсталости.

Шизофрения. Шизофрения – это полигенное
полиморфное психическое расстройство, харак-
теризующееся утратой целостности психических
процессов [171]. Под диагнозом “шизофрения”
объединен ряд отдельных синдромов, отличаю-
щихся генетическим бэкграундом и выраженно-
стью позитивных, негативных и когнитивных
симптомов [169, 171]. На данный момент наибо-
лее успешным подходом к лечению шизофрении
является медикаментозная терапия антипсихоти-
ками, которая не всегда дает желаемый эффект в
связи с клинической гетерогенностью заболевания.
Когнитивные симптомы (снижение концентрации,
ухудшение кратковременной памяти, нарушение
ассоциативных связей, отсутствие цельного и по-
следовательного мышления) плохо поддаются лече-
нию антипсихотическими препаратами [172–174].
Они возникают при всех формах шизофрении и
обнаруживаются до появления позитивных (гал-
люцинации, бред, неорганизованная речь и пове-
дение) и негативных (эмоциональное обеднение,
социальная аутизация, угасание желаний, анге-
дония, скудность речи) симптомов [175].

Вероятно, клиническая гетерогенность данно-
го заболевания обусловлена генетической гетеро-
генностью. Генетическая архитектура шизофрении
чрезвычайно сложна [176, 177]. Большую роль в
развитии данного заболевания играет наслед-
ственная предрасположенность. Она может быть
обусловлена определенным набором однонуклео-
тидных полиморфизмов (single-nucleotide poly-
morphism, SNP), обнаруживаемых методом пол-
ногеномного анализа ассоциаций (Genome-Wide
Association Studies, GWAS) и отражающим уро-
вень полигенного риска (polygenic risk score, PRS)
развития заболевания [98, 178–185]. Наследствен-
ная предрасположенность может также быть обу-
словлена наличием редких мутаций, унаследо-
ванных от родителей и выявляемых различными
методами секвенирования [16, 186–188]. Особый
интерес представляют мутации de novo, поскольку
их наличие в генах, ассоциированных с развити-
ем шизофрении, может быть обнаружено у паци-
ентов с низкой наследственной предрасположен-
ностью, вычисляемой по показателям полиген-
ного риска [16, 189]. В недавнем исследовании
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Rees и др. были проанализированы данные экзо-
много секвенирования для поиска мутаций de novo в
613 тройках (больные шизофренией пациенты и
их родители) и объединены с уже опубликованны-
ми данными (в общей сложности 3444 тройки). Это
исследование дает дополнительные доказательства
того, что определенные классы мутаций de novo (в
том числе в гене SLC6A1) могут быть причиной
повышенного риска развития шизофрении. В ре-
зультате объединения данных экзомного секве-
нирования и GWAS было показано, что носители
мутаций de novo, ассоциированных с развитием
шизофрении, имеют меньший полигенный риск
развития заболевания, чем пациенты, не являю-
щиеся носителями. Эти статистически независи-
мые результаты доказывают возможность развития
заболевания при отсутствии наследственной пред-
расположенности [16]. Кроме того, связь de novo му-
таций в гене SLC6A1 с развитием шизофрении была
независимо обнаружена в исследовании Schizo-
phrenia exome meta-analysis consortium (SCHEMA)
[190].

Как обсуждалось ранее, мутации в гене
SLC6A1 способны приводить к дисфункции белка
GAT1 и, следовательно, к нарушению регуляции
количества ГАМК в синаптической щели [8]. Из-
быток медиатора, воздействующего на ГАМКА-
рецепторы, может привести к гиперполяризации
мембраны постсинаптического нейрона и его ре-
фрактерности [157]. В свою очередь активация
избытком ГАМК ГАМКB-рецепторов опосреду-
ется открытием медленных вольтаж-зависимых
кальциевых каналов Т-типа, и, соответственно,
циклическими возбуждениями в таламо-корти-
кальной системе [191]. Таламо-кортикальная си-
стема участвует в регуляции когнитивных про-
цессов и кратковременной памяти [192]. Кроме
того, поскольку префронтальная кора посылает
прямые и косвенные возбуждающие проекции на
дофаминергические нейроны среднего мозга, на-
рушение ГАМКергической регуляции в пре-
фронтальной коре может привести к гипердофа-
минергии и, в свою очередь, к развитию психоза
[174].

В работе [175] был проведен систематический
анализ экспрессии связанных с ГАМК тран-
скриптомов префронтальной коры больных ши-
зофренией и контрольной группы. У субъектов с
шизофренией наблюдался дефицит экспрессии
GAT1 в PV нейронах, иннервирующих начальные
сегменты аксонов пирамидальных нейронов. На-
ряду с этим, на постсинаптических мембранах
начальных сегментов аксонов пирамидальных
клеток в ГАМКА-рецепторах было зафиксирова-
но увеличение количества субъединицы α2, в то
время как увеличения количества самих рецепто-
ров выявлено не было. Данные результаты свиде-
тельствует об изменении субъединичного состава

ГАМКА-рецепторов при увеличении количества
нейромедиатора в синаптической щели. В норме
субъединица α2 входит только в состав ГАМКА-
рецепторов, располагающихся в сомато-дендрит-
ных синаптических контактах [193]. ГАМК-опо-
средованная регуляция дендритной области пи-
рамидальных нейронов важна для фильтрации
входных возбуждающих токов из различных об-
ластей коры и подкорки, в то время как ГАМК-
регуляция в перисоматической области (началь-
ный сегмент аксона и тело клетки) критически
важна для контроля генерации потенциалов дей-
ствия во времени и синхронизации пирамидаль-
ных нейронов [68, 194]. Изменение субъединич-
ного состава может быть причиной нарушений
фильтрации выходных сигналов [156]. Также в
данном исследовании были обнаружены измене-
ния в ГАМК-нейротрансмиссии, опосредован-
ной нарушениями в работе SST-содержащих и
CCK-содержащих корзинчатых ГАМК-интерней-
ронов, которые образуют синаптические оконча-
ния преимущественно с дистальными дендритами
и телами пирамидальных нейронов соответственно.
В данных областях также было выявлено измене-
ние субъединичного состава ГАМКА-рецепторов
(снижение количества субъединиц α1 и γ2, при-
сутствующих в постсинаптических рецепторах,
опосредующих фазное торможение, и субъеди-
ниц α4 и δ, присутствующие во внесинаптиче-
ских рецепторах, опосредующих тоническое тор-
можение), и как следствие, изменение фазного и
тонического торможения в дендритах пирами-
дальных нейронов.

Таким образом, в данной работе у пациентов с
шизофренией были обнаружены изменения ГАМК-
регуляции как входных, так и выходных участков
пирамидальных нейронов префронтальной коры,
что подтверждает результаты in vivo исследова-
ний, показавших, что в развитие когнитивной
симптоматики при шизофрении вовлечены нару-
шения ГАМКергической сигнализации в ПФК
[195] и дисбаланс процессов возбуждения и тор-
можения [196]. Данные изменения влияют на об-
работку информации в префронтальной коре и,
таким образом, вносят вклад в нарушение когни-
тивных функций у больных шизофренией [169].

В работе [157] у мышей с нокаутом GAT1 на-
блюдались многочисленные аномалии поведения,
связанные с позитивными, негативными и ко-
гнитивными симптомами. Дефицит GAT1 не изме-
нял уровень дофамина в стриатуме, но значитель-
но усиливал тоническое торможение в префрон-
тальной коре.

У пациентов с шизофренией наблюдаются
значительные изменения в гамма-колебаниях,
связанных с когнитивными функциями и обра-
боткой информации, что коррелирует с уровнем
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функциональных нарушений в рабочей памяти
[197].

Поскольку на ранних этапах развития мозга
ГАМК является возбуждающим нейромедиатором
и наряду с BDNF участвует в процессах нейроге-
неза [122], дисфункция GAT1 и нарушение регу-
ляции внесинаптической концентрации ГАМК
также могут быть причинами когнитивных нару-
шений при шизофрении.

Таким образом, нарушение обратного захвата
ГАМК способно приводить к различным наруше-
ниям (изменения субъединичного состава ГАМКА-
рецепторов, нарушения процессов фазового и то-
нического торможения, нейрогенеза), которые в
совокупности способны приводить к развитию
таких заболеваний, как эпилепсия, РАС, УО и
шизофрения.

Перспективы лечения психоневрологических за-
болеваний, связанных с мутациями SLC6A1, при
помощи систем редактирования генома. Поскольку
мы предполагаем что мутации de novo в гене
SLC6A1 напрямую связаны с целым спектром
психоневрологических нарушений, встает вопрос –
может ли человечество на данной стадии своего
развития предложить методы коррекции данных
патологий, причем желательно устраняя источ-
ник проблемы, а не применяя симптоматическое
лечение?

Одним из подходов является генная терапия
при помощи доставки в нейроны головного мозга
целой “правильной” копии гена SLC6A1, что поз-
волило бы вернуть утраченные функции белка-
транспортера GAT1. В настоящий момент широ-
кое распространение получил ряд технологий по
доставке генов в целевые клетки при помощи в
т.ч. AAV-векторов на основе адено-ассоциирован-
ных вирусов [198]. С применением данного метода
был разработан ряд лекарственных средств для ле-
чения спинально-мышечной атрофии [199], муко-
полисахаридоза [200], болезни Паркинсона [201]
и т.д. AAV-векторы зарекомендовали себя как эф-
фективное средство доставки, при этом достаточно
безопасное в плане иммуногенности и онкоген-
ности [202]. Значимым преимуществом AAV-век-
торов является то, что ДНК вектора не встраивается
в геном клетки и персистирует в виде эписом, что
позволяет обойти риск инсерционного мутагенеза,
как, например, при использовании векторов на
основе ленти- и ретро-вирусов. Однако есть веро-
ятность, что данный подход будет неэффективен
в терапии заболеваний связанных с мутациями в
SLC6A1. Во-первых, большинство описанных му-
таций в SLC6A1 существуют в гетерозиготном ва-
рианте [9]. То есть, в генотипе носителей изна-
чально имеется немутантная аллель гена, что может
обусловливать отсутствие недостатка в его экс-
прессии. Но несмотря на это, у больных все равно
наблюдается развитие характерной симптоматики.

Во-вторых, большинство описанных высокопе-
нетрантных мутаций в SLC6A1 не являются нока-
утирующими, поэтому не ясно, по какому меха-
низму мутантный белок GAT1 нарушает работу
нервной системы, и соответственно нет понима-
ния, чем может помочь доставка здоровой копии
гена в данных случаях.

Второй подход основан на использовании со-
временных методов редактирования генома, в т.ч.
методов на основе системы CRISPR/Cas9. За по-
следние 8 лет с момента первых публикаций приме-
нения на клетках млекопитающих данная система
активно развивалась получила широкое распро-
странение [203] и международное признание в виде
Нобелевской премии по химии в 2020 году. В на-
стоящий момент несколько десятков генотера-
певтических препаратов на основе CRISPR/Cas9
системы проходят клинические испытания [204].
Теоретически, с помощью данного метода можно
вернуть последовательность дефектного гена
SLC6A1 к природному дикому типу, что с боль-
шой вероятностью должно нормализовать работу
нервной системы. Само доказательство принци-
па работы системы CRISPR/Cas9 в нейронах го-
ловного мозга было подтверждено несколькими
исследованиями [205, 206]. Однако существует
несколько проблем, которые ставят под сомне-
ние использование CRISPR/Cas9, равно как и бо-
лее ранних систем, таких как ZFN или TALEN.
Во-первых, низкая эффективность точечного на-
правленного редактирования последовательно-
сти ДНК в клетках. Основное действие белка
Cas9 – это двухцепочечный разрыв ДНК в необ-
ходимом месте гена. Данная система может быть
эффективно использована для нокаута генов в
клетках, поскольку после подобного разрыва си-
стемы репарации ДНК типа NHEJ (non-homolo-
gy-end-repair) в клетках часто ошибаются и вно-
сят короткие делеции или инсерции, приводящие
к сдвигу рамки считывания кодирующей после-
довательности белка (если гидовая РНК системы
CRISPR/Cas9 написана на белок-кодирующую
часть гена) [207]. Но для направленного измене-
ния последовательности мутантного гена SLC6A1
необходима система репарации по типу HDR (ho-
mology-direct-repair) и одновременно доставка в
клетки ДНК-донора – одноцепочечной или двух-
цепочечной последовательности ДНК, которая
послужит матрицей для синтеза “правильной”
последовательности гена. Однако в клетках мле-
копитающих данные системы репарации конкури-
руют, и эффективность HDR значительно проигры-
вает по эффективности NHEJ, составляя порядка
нескольких единиц процентов [208]. На данный
момент актуальной является разработка новых
подходов по исправлению точечных мутаций без
HDR-рекомбинаций, таких как Prime Editing [209].
Данная система предполагает использование хи-
мерной гидовой РНК (pegRNA), содержащей на
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3' конце последовательность для “правильной”
записи редактируемого участка, и химерного му-
тантного белка (PE) - nCas9 (никаза, удален один
каталитический центр расщепления ДНК) с ви-
русной обратной транскриптазой, которая синте-
зирует новую “правильную” цепь ДНК прямо на
месте, используя предлагаемую РНК-матрицу.
Эффективность данного комплекса может дости-
гать 30–70% в зависимости от редактируемого
участка генома. Однако для использования данной
системы возникают сложности с ее доставкой, по-
скольку в клетки необходимо одновременно до-
ставлять как минимум два компонента (pegRNA и
PE). Доставка большого количества копий либо
плазмидной ДНК либо вирусных векторов в го-
ловной мозг по прежнему является нетривиаль-
ной задачей, требующей тонких стереотаксиче-
ских инъекций, для равномерного распределения
частиц по достаточно большому объему. После
физической доставки векторов кодирующих эле-
менты системы в мозг, необходимо также обеспе-
чить эффективное прохождение векторов через
клеточную мембрану, что также является значи-
мым барьером. Так, например, эффективность
трансфекции в идеальных условиях чашки Петри,
плазмидными векторами с элементами системы
CRISPR/Cas9, составляет обычно 10–15% (не-
опубликованные данные авторов обзора), то есть
подавляющее большинство клеток не принимает
плазмиды. Проблемой служит размер генетиче-
ских кассет, поскольку один только ген Cas9 за-
нимает порядка 4,2 т.п.н., а вместе с сопутствую-
щими элементами (ревертаза, промотор, WPRE-
сигнал), размеры кассеты Prime Editor – целых
7,2 т.п.н. К сожалению этот факт также служит
барьером для доставки Prime Editor в клетки при
помощи AAV-векторов, максимальный размер
кассет для которых составляет порядка 4.2–
4.5 т.п.н [210]. Ну и конечно, традиционной про-
блемой всех методов с использованием систем
редактирования генома является их нецелевая ак-
тивность (т.н. “off-target” эффекты). Разные ис-
следователи по разному оценивают опасность
применения CRISPR/Cas9 систем в плане внесе-
ния нежелательных мутаций [211], однако случаи
нахождения подобных off-target мутаций являют-
ся научным фактом, и с этим неизбежно придется
столкнутся при доказательстве безопасности раз-
рабатываемого метода лечения при помощи ге-
номного редактирования.

Таким образом, можно констатировать то, что
на пути разработки методов лечения мутаций
SLC6A1 при помощи методов редактирования ге-
нома в настоящий момент находится множество
препятствий, что не позволяет нам надеяться на
легкое решение данной проблемы в обозримом
будущем. Однако стоит заметить, что вышеука-
занные проблемы носят в основном технологиче-
ский характер, и вполне возможно, что открытие

новых эффективных способов доставки и новых
эффективных и малоразмерных геномных редак-
торов помогут сдвинуть процесс с мертвой точки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Психические и неврологические полигенные

заболевания отличаются сложностью генетиче-
ской архитектуры. На данный момент ни для од-
ного полигенного психического заболевания нет
полноценного генетического портрета. Однако
появляется все больше работ, посвященных ана-
лизу данных GWAS [98, 212], результатов секве-
нирования [213, 214] и подходам к их обработке
биоинформатическими методами [89, 215]. Рас-
ширяются выборки, выявляются новые локусы и
гены-кандидаты. Все это приближает к созданию
“генетических портфолио” для полигенных забо-
леваний.

De novo мутации в гене SLC6A1 вызывают дис-
функцию ГАМК-транспортера (GAT1), что при-
водит к нарушению ГАМК-регуляции и значи-
тельно повышает риск развития эпилепсии и ряда
психических заболеваний, в том числе шизофре-
нии. Изучение мутаций в гене SLC6A1 также важ-
но для составления генетических карт данных за-
болеваний. Своевременное обнаружение таких
мутаций с помощью секвенирования нового по-
коления и разработка подходов для их исправле-
ния могут стать первым шагом к персонализиро-
ванной терапии полигенных заболеваний.
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SLC6A1 (solute carrier family 6 member 1) is a gene encoding the gamma-aminobutyric acid (GABA) trans-
porter protein GAT1. GAT1 is responsible for GABA reuptake from the synaptic cleft and intercellular space.
Mutations in the SLC6A1 gene can lead to impaired GABA regulation and are associated with epilepsy and a
number of psychiatric disorders. In this review, we discuss the role of the GAT1 protein in GABAergic regu-
lation and the association of mutations in the SLC6A1 gene with epilepsy, autism spectrum disorders, intel-
lectual disability and schizophrenia, as well as prospects for their treatment with genome editing systems.
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Стремительное развитие технологии редактирования генома с помощью CRISPR–Cas9 привело к
ее широкому использованию во многих областях биологических исследований. Однако примене-
нию этой технологии в клинической практике препятствует отсутствие эффективного способа до-
ставки компонентов CRISPR–Cas9 в клетки, а также низкая эффективность и возможность неспе-
цифического действия. Использование прямой доставки в виде рибонуклеопротеинового комплек-
са (RNP) может позволить избежать многих нежелательных эффектов, а также повысить
эффективность геномного редактирования. В этой работе мы показали, что эффективность коррек-
ции однонуклеотидной делеции в гене EGFP в плазмидном локусе достоверно увеличивается до 35%
при использовании RNP вместо плазмид. Полученные результаты создают основу для разработки
методов коррекции мутаций, приводящих к наследственным заболеваниям человека.

Ключевые слова: CRISPR–Cas9, геномное редактирование, рибонуклеопротеиновый комплекс, RNP
DOI: 10.31857/S1027813321040129

ВВЕДЕНИЕ

Одна из новейших технологий редактирования
генома, основанная на системе CRISPR–Cas9, уже
привела к прогрессу в области биотехнологии и
медицины. В классическом варианте системы ис-
пользуется сконструированная единая направля-
ющая РНК (sgRNA), чтобы направлять нуклеазу
Cas9 в таргетную область по принципу компле-
ментарности. Затем Cas9 расщепляет ДНК и об-
разует двухцепочечные разрывы (ДЦР), репара-
ция которых приводит к вставкам или делециям
(инделам) в целевых геномных локусах [1]. Этот
подход – нокаут гена – редко может быть приме-
нен для генной терапии, когда важно восстано-
вить нормальную последовательность гена. В
этом случае в процессе репарации важно участие
гомологичной матрицы ДНК, роль которой мо-
жет играть как гомологичная хромосома, так и
искусственно добавленная молекула.

Как и для классических подходов генной тера-
пии, для геномного редактирования остро стоит
вопрос доставки этого генетического инструмен-
та в клетки. Важно, чтобы компоненты CRISPR–
Cas9 с высокой эффективностью попали в таргет-
ные клетки, но в то же время не попали в другие
(или при попадании не функционировали); что-
бы быстро начинали свое действие внутри клетки
и не персистировали в ней.

Наиболее частыми формами доставки
CRISPR‒Cas9 являются плазмидная ДНК (пДНК),
матричная РНК (мРНК) или рибонуклеопротеи-
новый комплекс (RNP) [2]. Мировые данные [2–5]
свидетельствуют о том, что эффективность до-
ставки CRISPR–Cas9 в клетки можно повысить,
используя RNP, который состоит из белка Cas9 в
комплексе с синтезированной in vitro sgRNA. Пря-
мая доставка RNP комплекса позволяет избежать
многих нежелательных эффектов, связанных с
пДНК или мРНК доставкой [5–8]. Одно из пре-
имуществ доставки в форме RNP заключается в
том, что редактирование гена начинается сразу,
без процесса внутриклеточного синтеза компо-

* Адресат для корреспонденции: 115522 Россия, Москва,
ул. Москворечье, д. 1; e-mail: yaslesarenkobio@gmail.com.
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нентов и сборки системы CRISPR, также RNP
достаточно быстро деградирует, что способствует
снижению потенциального неспецифического
действия CRISPR–Cas9 [7]. Все это в свою оче-
редь позволяет повысить эффективность коррек-
ции мутаций при геномном редактировании.

Целью работы явилось сравнение эффективно-
сти внесения инделов в ген EGFP и коррекции пу-
тем гомологичной репарации мутации с.337delG в
этом гене при доставке CRISPR–Cas9 в виде плаз-
мид и RNP с помощью липидных наночастиц.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Этическое одобрение. Для данного исследова-
ния этическое одобрение не требовалось, так как
в рамках него не проводилось каких-либо иссле-
дований с использованием животных или с уча-
стием людей в качестве объектов.

Клеточные культуры. Эксперименты проводили
на двух клеточных культурах: HEK293T (предо-
ставлена к. б. н. М.Ю. Скобловым, лаборатория
функциональной геномики ФГБНУ “МГНЦ”,
Москва) и HEK293T-GFPmut. Последнюю полу-
чали путем лентивирусной трансдукции. Ген EGFP
с мутацией с.337delG был амплифицирован с
плазмиды pEGFP-mut (см. далее) и клонирован в
плазмиду pLVT_turboRFP635. Вирионы были по-
лучены в HEK293T (60 мм чашка) из трех плаз-
мид: 2 мкг pR8.91, 0.6 мкг pMD.G и (2 мкг)
pLVT_turboRFP635-eGFPmut (все плазмиды были
любезно предоставлены Didier Trono, https://
www.epfl.ch/labs/tronolab/). Среду с вирусом про-
пускали через 0.45 мкм фильтр и использовали ее
для заражения клеток HEK293T (5–7 MOI). С по-
мощью клеточной сортировки были отобраны
позитивные по красной флуоресценции клетки.

За день до трансфекции клетки высевали в 12-
луночный планшет по 200 тысяч клеток на лунку
и культивировали в DMEM (ПанЭко, Россия) с
добавлением 10% эмбриональной бычьей сыво-
ротки (Thermo Fisher Scientific, USA), 100 мкг/мл
пенициллин/стрептомицина (ПанЭко, Россия) и
4 мМ L-глутамина (ПанЭко, Россия). В день
трансфекции конфлюентность составляла 60–70%.

Клонирование плазмид. Исходная плазмида для
CRISPR–Cas9 еSpCas9(1.1) была любезно предо-
ставлена Feng Zhang (Addgene #71814). Направля-
ющие РНК (sgRNA) были подобраны с помощью
свободного программного обеспечения, разрабо-
танного Broad Institute (США) (http://portals.broa-
dinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design).
sgRNA GFP1 (на последовательность EGFP дико-
го типа) и GFP2 (на последовательность EGFP с му-
тацией с.337delG) были клонированы в исходную
плазмиду – Cas9(1.1)-GFP1 и Cas9(1.1)-GFP2.
Плазмида pEGFP-mut была получена из pEGFP-

C1 (Clontech, США) путем внесения мутации
с.337delG сайт-направленным мутагенезом.

Сборка RNP комплексов. Исходный белок Cas9
(NEB, USA) готовили в буфере того же произво-
дителя, добавляли sgRNA, синтезированную на-
бором Guide-it™ sgRNA In Vitro Transcription Kit
(Takara Bio, Japan) по протоколу производителя, в
соотношении 1 : 5 (мкг) в среде Gibco Opti-MEM
(Thermo Fisher Scientific, США). Для in vitro тран-
скрипции использовали праймеры sgGFP1:
5'-GTCGCCCTCGAACTTCACCT-3' и sgGFP2:
5'-TGTCGCCCTCGAACTTCACT-3'. Далее созда-
вали липидные комплексы с Lipofectamine CRIS-
PRMAX (Thermo Fisher Scientific, США) по про-
токолу производителя, после чего производили
трансфекцию.

Сборка плазмидных комплексов. Для внесения
инделов в плазмидный локус EGFP использовали
таргетную плазмиду pEGFP-C1 (Clontech, США)
в количестве 0.6 мкг на 200 тыс. клеток в сочета-
нии либо с RNP (Cas9 + sgRNA GFP1), либо с
плазмидой Cas9(1.1)-GFP1 в количестве 5.8 мкг.
Для восстановления правильной последователь-
ности EGFP использовали таргетную плазмиду
pEGFP-mut в количестве 0.6 мкг на 200 тыс. кле-
ток в сочетании либо с RNP (Cas9+sgRNA GFP2),
либо с плазмидой Cas9(1.1)-GFP2 в количестве
5,8 мкг. При этом использовали донорную моле-
кулу ssODN-GFP длиной 120 нуклеотидов (5'-
TTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCC-
GCGCCGAGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCT-
GGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCG-
ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGG-3') в
количестве 100 пмоль на 200 тыс. клеток. Все
плазмиды и ssODN трансфицировали в клетки с
помощью Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Sci-
entific, США) по протоколу производителя.

Флуоресцентная микроскопия. Через 72 ч после
трансфекции оценивали эффективность редак-
тирования с помощью флуоресцентной микро-
скопии на микроскопе ZEISS Axio Vert.A1 (Carl
Zeiss Microscopy, Германия).

Проточная цитофлуориметрия и сортировка
клеток. Эффективность трансфекции оценивали
в лунках, трансфицированных комбинацией ис-
ходной плазмиды еSpCas9(1.1) и pEGFP-C1 в со-
отношении 10 : 1 (5.8 мкг и 0.6 мкг, соответствен-
но) с помощью проточной цитофлуориметрии на
приборе Partec FloMax через 72 ч после трансфек-
ции. Эффективность редактирования оценивали
в экспериментальных лунках так же. GFP-поло-
жительные клетки были отсортированы на кле-
точном сортере S3e (Bio-Rad Laboratories, США).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Ампли-
фикацию проводили методом ПЦР на амплифи-
каторе “Терцик” (ДНК-технология, Москва).
Последовательность праймеров:
eGFP65_f – 5'-ACGTAAACGGCCACAAGTTCA-3';
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eGFP527_r – 5'-CTGCCGTCCTCGATGTTGT-3'.
Условия ПЦР: начальная денатурация – 95°С,

5 мин; 35 циклов амплификации со следующими
параметрами: 1) денатурация – 95°С, 30 с; 2) от-
жиг – 61°С, 20 с; 3) синтез – 72°С, 30 с; 4) инкуба-
ция при 72°С в течение 3 мин.

Секвенирование по Сэнгеру. Амликоны секве-
нированили по Сэнгеру с использованием прай-
меров для ПЦР в качестве праймеров для секве-
нирования на приборе ABI Prism 3130XL genetic
analyzer (Applied Biosystems, США) по протоколу
производителя.

TIDE/TIDER. Полученные хроматограммы
после секвенирования были проанализированы с
помощью программы Tracking Indels for Decom-
position (https://tide.nki.nl). Приложение позволя-
ет оценить уровни гомологичной репарации или
негомологичного соединения концов ДНК. Ва-
риант программы TIDER позволяет статистически
оценить процент правильно восстановленных по-
следовательностей и весь процент восстановлен-
ных последовательностей.

Статистический анализ. Для статистической
обработки данных использовали критерий Ман-
на–Уитни и t-тест. Статистическую обработку
проводили в программе STATISTICA версия 10.0
(StatSoft, США). Различие считалось значимым,
если значение p было меньше 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Внесение инделов в EGFP. На первом этапе
вносили инделы в EGFP (схема эксперимента
приведена на рис. 1a) с помощью CRISPR–Cas9.
Эффективность разрушения (нокаутирования)
EGFP оценивали проточной цитофлуориметрией
с нормализацией на эффективность трансфек-
ции. Контрольное (исходное) количество флуо-
ресцентных клеток принимали за 100%. При но-
каутировании EGFP наблюдали уменьшение доли
флуоресцентных клеток (рис. 1в). На этом этапе
были апробированы несколько протоколов (раз-
ное количество Cas9 в RNP, одновременное вве-
дение RNP и pEGFP-C1, а также отсроченное на
6 и 24 ч введение pEGFP-C1 после RNP). Разли-
чия во времени внесения плазмид и RNP обу-
словлены тем, что комплексу CRISPR–Cas9 не-
обходимо время для синтеза и сборки внутри
клетки (не менее 6 ч для RNP и 24 ч для редакти-
рующей плазмиды). При одновременной транс-
фекции компонентов в клетку белок EGFP успе-
вает накопиться до начала работы CRISPR–Cas9.
В этом случае не исключены ложноотрицатель-
ные результаты редактирования и, как следствие,
недостаточное снижение флуоресценции. Если
разнести по времени внесение Cas9(1.1)-sgGFP_1
или RNP и pEGFP-C1wt, то комплекс CRISPR–

Cas9 успевает собраться и сразу начинает вносить
разрезы в рEGFP-С1wt.

Как видно из гистограммы (рис. 1б), наиболее
эффективное внесение инделов было достигнуто
при добавлении 2.5 мкг Cas9 и трансфекции плаз-
миды pEGFP-C1 через 24 ч после RNP (p < 0.05 по
сравнению с плазмидной доставкой). Доля флуо-
ресцентных клеток при этих условиях уменьши-
лась в 5 раз. На следующих этапах работы исполь-
зовали 2.5 мкг Cas9.

Восстановление последовательности EGFP. Вос-
становление правильной последовательности EGFP
проводили в двух клеточных культурах: в культуре
HEK293T, в которую трансфицировали плазмиду
EGFP-mut, и в культуре HEK293T-GFPmut, в ге-
ном которой была встроена последовательность
EGFP с той же мутацией с.337delG. Для восста-
новления последовательности использовали до-
норную молекулу ssODN. В случае восстановле-
ния правильной последовательности наблюдали
флуоресценцию.

В культуре HEK293T эффективность коррекции
мутации составила почти 28% при использовании
RNP, по сравнению с плазмидной доставкой (5%,
p < 0.05) (рис. 2б. 1). Последующая отработка про-
токола трансфекции плазмид и RNP комплексов
позволила еще больше увеличить эффективность
коррекции мутации в EGFP – практически до 17%
для плазмид и 35% для RNP (p < 0.05) (рис. 2б. 2).

На последнем этапе работы были проведены
эксперименты по восстановлению EGFP в кле-
точной культуре HEK293T-GFPmut. Вопреки
ожиданиям, редактирование геномного локуса
EGFP было менее эффективным, как с доставкой
CRISPR–Cas9 в виде RNP, так и в виде плазмид.
При этом доля флуоресцентных клеток при ис-
пользовании RNP была в 3.6 раза ниже, чем при
плазмидной доставке (p < 0.05) (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Классический вариант CRISPR–Cas9 с ис-

пользованием нуклеазы считается довольно эффек-
тивным методом, особенно при нокаутировании
генов или вырезания фрагментов генов. Однако
нуклеаза способна создавать двуцепочечные разры-
вы не только в таргетном локусе, но и в других, тем
самым потенциально внося дополнительные мута-
ции в геном. Часто нецелевые эффекты наблюда-
ются в исследованиях с использованием плазмид-
ной формы доставки [9, 10]. В свою очередь эти
нецелевые эффекты могут приводить к наруше-
ниям функций генов, что усложняет переход техно-
логии редактирования генома в клиническую прак-
тику. Разработка безопасных и эффективных спо-
собов доставки системы CRISPR–Cas9 к тканям
или клеткам-мишеням в организме человека от-
части может решить эту проблему. RNP представ-
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Рис. 1. а – схема эксперимента. Внесение инделов в гене EGFP в результате двухцепочечного разрыва и последующий
нокаут гена. б – сравнение эффективности разрушения (нокаутирования) EGFP. Данные представлены как среднее
значение ± стандартная ошибка среднего (*p < 0.05 – доставка с помощью RNP по сравнению с плазмидной достав-
кой). в – микроскопия экспериментальных лунок через 72 ч после трансфекции.
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Рис. 2. а – схема эксперимента. Восстановление последовательности EGFP с использованием донорной молекулы
ssODN. б. 1 и 2 – сравнение эффективности восстановления EGFP. Данные представлены как среднее значение ± стан-
дартная ошибка среднего (*p < 0.05, **p < 0.05 – доставка с помощью RNP по сравнению с плазмидной доставкой). в –
микроскопия экспериментальных лунок через 72 ч после трансфекции. г – секвенограмма восстановленного EGFP.
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ляет собой комплекс белка Cas9 с sgRNA, кото-
рый формируется в пробирке и вносится в клетку
уже готовым. Время жизни такого комплекса в
клетке меньше, чем плазмидной ДНК, что позво-
ляет снизить частоту неспецифического действия
CRISPR–Cas9.

Кроме того, в своих работах исследователи ис-
пользуют не только разные способы доставки, но
и разные нуклеазы [11–13]. Тогда можно предпо-
ложить, что эффективность редактирования и
снижение неспецифического действия варьиру-
ются именно по этой причине, независимо от спо-

соба доставки. Однако, согласно литературным
данным, специфическая активность модифициро-
ванных форм нуклеаз (eSpCas9 с “повышенной
специфичностью” –1.0, 1.1, HF) сохраняется на та-
ком же уровне, что и WT-Cas9 (дикого типа) [13].
Поэтому мы считаем, что полученные достовер-
ные отличия при использовании как RNP, так и
плазмид связаны как раз со способом доставки.

Несмотря на все достоинства RNP комплек-
сов, существуют и особые требования в выборе
материалов и стратегий для их внутриклеточной
доставки. Главным образом это зависит от свой-
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ства заряда системы – необходимо учитывать ее
положительный заряд, в отличие от мРНК и
пДНК. Хотя RNP могут быть доставлены в клетки
млекопитающих с относительно высокой эффек-
тивностью с помощью электропорации, тем не
менее липид-опосредованная трансфекция пользу-
ется большей популярностью благодаря простоте
использования, низкой стоимости и адаптации к
системе с высокой пропускной способностью.

Геномное редактирование в нейронах и других
неделящихся клетках имеет ряд ограничений,
связанных, не только с доставкой CRISPR–Cas9,
а также с невозможностью рекомбинации эндо-
генной ДНК с донорной молекулой. Известно,
что направленная гомологичная репарация, один
из механизмов репарации ДЦР, происходит лишь
в фазы клеточного цикла G2/M [14]. Отсутствие
митозов в клетках приводит к тому, что все ДЦР

Рис. 2. Окончание
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Рис. 3. а – сравнение эффективности восстановления EGFP в HEK293T-GFPmut. Данные представлены как среднее
значение ± стандартная ошибка среднего (*p < 0.05 – доставка с помощью RNP по сравнению с плазмидной достав-
кой). б – микроскопия экспериментальных лунок через 72 ч после трансфекции. в – секвенограмма GFP-положитель-
ных клеток после сортировки. г – результаты, обработанные с помощью TIDER (*p < 0.05 – доставка с помощью RNP
по сравнению с плазмидной доставкой).
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репарируются по другому механизму – негомоло-
гичному соединению концов, который не позво-
ляет встроить правильную последовательность
ДНК в место разрыва. Таким образом, в нейронах
можно внести инделы в таргетную область генома,
что может быть использовано для нокаутирования
генов. Однако коррекцию мутаций и восстановле-
ние правильной последовательности гена с помо-
щью классического CRISPR–Cas9 в этом случае
сделать не получится. Для этих целей можно ис-
пользовать появившиеся недавно модификации
CRISPR–Cas9 – редакторы оснований [15, 16] и
праймированное редактирование [17].

Проблема эффективной доставки CRISPR–
Cas9 в нейроны остается такой же актуальной,
как и для других типов клеток. Данные опублико-
ванных исследований показывают возможность и
успешность доставки CRISPR–Cas9 в виде RNP в
клетки мозга in vivo. Для этих целей RNP доставляли
с помощью различных наночастиц, например, с по-
мощью наноклубков ДНК [18], нанолистов фосфора
[19], карбоксилированного разветвленного по-
ли(β-аминоэфира) [20], а также коммерчески до-
ступного Lipofectamine CRISPRMAX, Thermo Fish-
er Scientific [21]. Для этого исследования был вы-
бран последний упомянутый способ доставки.

В своей работе мы использовали рибонуклеи-
новые комплексы и плазмидные векторы для
трансфекции белка Cas9 и направляющей моле-
кулы sgRNA. В результате можно увидеть, что эф-
фективность внесения инделов в ген EGFP и кор-
рекции мутации с.337delG в этом гене существенно
увеличиваются при доставке CRISPR–Cas9 в ви-
де RNP комплексов. Однако это справедливо
только в случае с использованием клеточной
культуры HEK293T и плазмиды для редактирова-
ния pEGFP-C1mut. Повторение эксперимента,
но уже с клеточной линией HEK293T-GFPmut не
показало нам значительного повышения эффек-
тивности коррекции мутации.

Подобная разница в эффективности на разных
линиях создает почву для размышлений. С одной
стороны, возможно влияние числа копий гена,
которые редактируются: в случае с плазмидами
мы имеем большое число копий на клетку и тогда
здесь эффективность должна быть ниже, по-
скольку необходимо исправить как можно боль-
ше копий. Но при этом, чем больше копий, тем
чаще происходит их “встреча” с компонентами
CRISPR–Cas9. В случае исправления геномного
локуса ситуация обратная – у нас нет такого боль-
шого числа копий – а значит и эффективность
должна быть выше. Однако система редактирования
может сталкиваться со сложной пространственной
организацией геномного локуса, в отличие от более
доступного локуса плазмиды. Кроме того, каче-
ство получаемых рибонуклеиновых комплексов
во много определяет результат редактирования. И

тогда менее эффективное редактирование геном-
ного локуса EGFP может быть связано с тем, что в
работе использовалась sgRNA, синтезированная
в результате in vitro транскрипции. Таким образом
необходима дальнейшая проработка этого вопро-
са и оптимизация протокола трансфекции с уче-
том всех нюансов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эффективность коррекции однонуклеотид-

ной делеции в гене EGFP в плазмидном локусе
достоверно увеличивается до 35% при использо-
вании доставки CRISPR-Cas9 в виде RNP. Полу-
ченные результаты создают основу для разработ-
ки методов коррекции мутаций, приводящих к
наследственным заболеваниям человека.
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CRISPR–Cas9 Delivery via the Ribonucleoprotein
Complexes Increased EGFP Editing Efficiency
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The rapid development of CRISPR–Cas9 technology has already led to wide use in many areas of biological
research. However a major roadblock to achieve the clinical potential of the CRISPR–Cas9 is the lack of a
safe and effective delivery method this system into cells, as well as the possibility of nonspecific action. The
use of direct delivery ribonucleoprotein complexes (RNP) avoid many undesirable effects and increase the
efficiency of genome editing. In this work, we showed that the efficiency of single nucleotide correction in the
EGFP gene at the plasmid locus significantly increased to 35% using RNP instead of plasmids. The results
formed the basis for the development of methods of correction disease-causing genetic mutations.

Keywords: CRISPR–Cas9, genome editing, ribonucleoprotein complexes, RNP
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Боковой амиотрофический склероз (БАС) является мультифакториальным заболеванием, в разви-
тии которого играют роль как генетические, так и средовые факторы. В частности, влияние различ-
ных токсинов (как органических, так и неорганических соединений) может приводить к повыше-
нию риска развития БАС и ускорению прогрессирования заболевания. При воздействии некоторых
токсинов описано развитие потенциально курабельных БАС-подобных синдромов, при которых
может быть достигнута положительная клиническая динамика при условии проведения специфи-
ческой терапии, направленной на прекращение воздействия токсического фактора. В настоящей
статье рассмотрены основные виды токсинов, влияние которых приводит к поражению мотонейро-
нов головного и спинного мозга и развитию клинической картины БАС, приведена краткая исто-
рическая справка об изучении роли токсических агентов, а также описание основных механизмов
патогенеза болезни мотонейрона, связанной с их воздействием.

Ключевые слова: боковой амиотрофический склероз, болезнь двигательного нейрона, токсические
факторы, латризм, конзо, цианотоксины, тяжелые металлы, аминокислоты с разветвленными бо-
ковыми цепями
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ВВЕДЕНИЕ
Боковой амиотрофический склероз (БАС) –

одно из наиболее распространенных нейродегене-
ративных заболеваний, которое характеризуется
относительно селективным поражением мотоней-
ронов в коре головного мозга и спинном мозге [1,
2]. БАС является наиболее частой причиной по-
ражения мотонейронов. Заболевание характери-
зуется неуклонно прогрессирующим течением и в
большинстве случаев приводит к гибели пациен-
тов через 3–5 лет после появления первых клини-
ческих проявлений [3].

Последние годы ознаменовались значительным
прогрессом в области изучения молекулярно-гене-
тических основ развития и прогрессирования ней-
родегенеративного процесса при БАС [4]. Описано
более 20 локусов, связанных с развитием семейных
и спорадических случаев БАС [5]. Охарактеризова-
ны основные механизмы гибели мотонейронов при
БАС, такие как эксайтотоксичность, оксидативный
стресс, митохондриальная дисфункция, дефицит
нейротрофических факторов, нарушения метабо-
лизма РНК, конформационные изменения бел-
ков и др. [1, 6]. В отношении двух лекарственных
препаратов (рилузол и эдаравон) получены дан-

ные об их способности в определенной степени
замедлять прогрессирование нейродегенератив-
ного процесса при БАС [3].

В настоящее время считается, что БАС являет-
ся мультифакториальным заболеванием, в разви-
тии которого принимает участие сложный ком-
плекс генетических и средовых факторов [7]. В
течение длительного времени различные токси-
ны являются объектом изучения в контексте их
возможного влияния на риск и прогрессирование
БАС [8–11]. Интерес к этой теме обусловлен не-
сколькими факторами. С одной стороны, описаны
некоторые варианты токсического относительно
селективного поражения мотонейронов, клини-
ческие отличного от БАС, но представляющего
значительный интерес как модель поражения мо-
тонейронов [9]. С другой стороны, целый ряд ток-
синов, оказывая воздействие на популяционном
уровне, могут влиять на риск развития и прогрес-
сирования БАС, в том числе, у генетически пред-
расположенных лиц [10]. Интерес к этой теме
поддерживается неоднократно описанными в ли-
тературе случаями регистрации повышенной за-
болеваемости БАС на определенной территории,
что также весьма вероятно может быть связано с
действием ряда токсинов окружающей среды [11].
Наконец, при некоторых интоксикациях описа-
ны случаи развития БАС-подобных синдромов,
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локоламское шоссе, д. 80; e-mail: zakharova@neurology.ru.
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которые являются курабельными при проведе-
нии соответствующей терапии. Изучение роли
токсических факторов в поражении мотонейронов,
таким образом, представляют интерес для изучения
патофизиологии нейродегенеративного процесса,
разработки обоснованных мер снижения популя-
ционного риска развития БАС и выявления потен-
циально курабельных случаев БАС-подобных син-
дромов.

ЛАТИРИЗМ И КОНЗО – КЛАССИЧЕСКИЕ 
ВАРИАНТЫ ТОКСИЧЕСКОГО

ПОРАЖЕНИЯ МОТОНЕЙРОНОВ
К вариантам поражения мотонейронов, связь

которых с действием конкретных нейротоксинов
является наиболее доказанной, относятся лати-
ризм и конзо. Оба заболевания характеризуются
относительно селективным поражением верхнего
мотонейрона, в связи с чем их основным клини-
ческим проявлением является нижний спастиче-
ский парапарез [9, 12].

В основе развития латиризма лежит токсическое
действие оксалилдиаминопропионовой кислоты
(β-ODAP, β-оксалиламиноаланин), которая содер-
жится в растениях рода Чина (Lathyrus) семейства
Бобовые [13, 14]. Латиризм известен с античных
времен и является, вероятно, первым известным
человечеству нейротоксическим заболеванием.
Уже в 1671 г. герцог Вюртенберга запретил упо-
треблять в пищу горох из-за его способности вы-
зывать паралич ног. В странах Европы, Африки и
Азии неоднократно наблюдались вспышки дан-
ного заболевания в неурожайные годы или в пе-
риод войн, когда резко возрастало употребление в
пищу семян чины. На известной гравюре Франсис-
ко Гойя “Слава горошку”, написанной 1808 году во
время голода в Мадриде после вторжения войск
Наполеона, изображены группа людей, которые
едят кашу из гороха, и женщина с предполагае-
мыми признаками латиризма [15]. А.Я. Кожевни-
ков описал более 100 случаев заболевания, сходного
с латиризмом, во время эпидемии 1881–1882 гг. в
Саратовской области [16]. И.Н. Филимонов, ве-
роятно, первым в мире в 1920-х годах выполнил
патоморфологическое исследование нервной си-
стемы пациента, страдающего в течение несколь-
ких десятилетий от латиризма и умершего от остро-
го лейкоза [15]. Крупные вспышки латиризма ре-
гистрировались в ряде стран Европы во время
Второй мировой войны. В последние годы
вспышки латиризма регистрировались в Индии,
Бангладеш и Эфиопии [17]. Например, в Эфиопии
вспышка латиризма произошла в 1995–1997 годах с
общим числом заболевших более 2000 человек [18].

В большинстве случаев латиризм начинается с
продромального периода, для которого характер-
ны спазмы в мышцах ног, парестезии в ногах и
учащенное мочеиспускание. Затем достаточно

остро развивается симметричный нижний спа-
стический парапарез разной степени выраженно-
сти, который имеет непрогрессирующее течение,
но в то же время является практически необрати-
мым. Другие нарушения в отсроченный период
для латиризма не характерны. Заболевание не-
сколько чаще развивается у мужчин молодого
возраста [9, 15].

Диагностические критерии латиризма включа-
ют следующие пункты: 1) употребление Lathyrus sa-
tivus или другого нейротоксичного вида чины как
минимум за 2 нед. до развития симптоматики;
2) симметричный спастический нижний парапа-
рез с увеличением сухожильных рефлексов с ног,
могут выявляться клонусы и рефлекс Бабинского;
3) отсутствие чувствительных нарушений; 4) от-
сутствие признаков поражения черепных нервов,
мозжечка и когнитивных нарушений [9].

Основными механизмами токсического дей-
ствия β-ODAP являются эксайтотоксичность,
индукция оксислительного стресса и митохон-
дриальной дисфункции [11, 19–22]. Под эксай-
тотоксичностью понимают повреждение нейро-
нов, вызванное чрезмерной или длительной сти-
муляцией рецепторов глутамата, приводящей к
увеличению внутриклеточной концентрации каль-
ция. Эксайтотоксичность в настоящее время рас-
сматривается как один из ведущих механизмов
патогенеза нейродегенеративных заболеваний, в
том числе, БАС [23–25]. Мотонейроны являются
особо восприимчивыми к эксайтотоксическому
повреждению в связи с высоким уровнем экспрес-
сии AMPA (α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изок-
сазолпропионовая кислота) рецепторов глутамата,
а также низкой экспрессий кальцийсвязывающих
белков. Показано наличие нескольких механиз-
мов эксайтотоксического действия β-ODAP [20]:
1) данное вещество вследствие структурного сход-
ства с глутаматом может выступать как агонист
AMPA рецепторов, что было выявлено в условиях
как in vitro, так и in vivo на различных моделях;
2) β-ODAP оказывает ингибирующий эффект на
Na+-зависимый переносчик глутамата, что при-
водит к дополнительному увеличению внекле-
точной концентрации данного медиатора (так на-
зываемая глутаматергическая петля); 3) β-ODAP
может выступать в качестве субстрата для ци-
стин/глутаматного транспортера, также способ-
ствую увеличению внеклеточной концентрации
глутамата [26]. Установлена способность β-ODAP
увеличивать продукцию активных форм кислоро-
да и ингибировать активность каталазы, глутати-
онпероксидазы и цистатионин-гамма-лиазы [27,
28]. Кроме того, β-ODAP ингибирует активность
НАДН-дегидрогеназного комплекса (митохон-
дриальный комплекс I) [29]. На роль оксидатив-
ного стресса указывают данные о протективном
действии метионина и цистеина на модели
β-ODAP-индуцированного повреждения мото-
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нейронов [20]. Следует также отметить, что риск
развития латиризма снижается при одновремен-
ном употреблении продуктов, богатых серосодер-
жащими аминокислотами [30]. Важное значение в
патогенезе латиризма также может иметь наруше-
ния гомеостаза митоходриального кальция [31].

Как и в случае латиризма, основным клиниче-
ским проявлением конзо является нижний спа-
стический парапарез [32, 33]. Данное заболевание
впервые было описано в Демократической Рес-
публике Конго (ДРК). Название заболевания пе-
реводится как “связанные ноги” (слово “конзо”
используется одним из племен ДРК для обозна-
чения амулета, использующегося для ослабления
ног животных во время охоты) [34]. Кроме ДРК,
которая остается основным центром распростра-
нения конзо, вспышки данного заболевания опи-
саны во многих других странах Африки, располо-
женных к югу от Сахары, включая Мозамбик,
Танзанию, Анголу, Камерун, Замбию, Централь-
ноафриканскую республику и другие [34–38].

Считается убедительно доказанным, что при-
чиной возникновения конзо является употребле-
ние недостаточно обработанного маниока (Mánihot
esculénta) – растения семейства Молочайные. Ма-
ниок является основным источником питания на-
селения ряда стран Африки, при этом особенно
значимой роль этого засухоустойчивого растения
становится при ухудшении агроэкологических или
социальных условий (засуха, гражданские войны и
др.). Это обусловливает особенности эпидемио-
логии конзо – возникновение в виде вспышек,
хотя регистрируются и отдельные спорадические
случаи заболевания [39–41]. Точная эпидемиоло-
гия конзо остается неизученной. Считается, что
суммарно в разных странах Африки от этого заболе-
вания могут страдать сотни тысяч человек, при этом
в некоторых сельских районах частота встречае-
мости заболевания может достигать 5%. Болеют
взрослые (чаще женщины детородного возраста)
и дети старше 3 лет [9, 34].

Ядром клинической картины конзо является
остро возникающий непрогрессирующий и необ-
ратимый нижний спастический парапарез. В де-
бюте заболевания могут возникать обратимые
чувствительные нарушения в ногах (парестезии,
боль). Как правило, в течение нескольких дней
происходит стабилизация состояния без последу-
ющего нарастания, в исходе – формируется ниж-
ний спастический парапарез разной степени выра-
женности. В тяжелых случаях описано развитие
спастического тетрапареза в сочетании с признака-
ми пседобульбарного синдромом. Для пациентов,
которые сохраняют способность к передвижению,
весьма характера походка со скрещенными ногами
(в виде “ножниц”). В наиболее легких случаях
симптоматика в резидуальном периоде ограничи-
вается спастичностью в ногах при ходьбе и беге. В

отдельных случаях описаны признаки двусторон-
ней оптической невропатии, глазодвигательные
нарушения (в частности, маятниковый нистагм)
[34, 42, 43]. Необходимо отметить, что до настоя-
щего времени эффективные методы лечения кон-
зо отсутствуют.

Критерии диагностики конзо были определе-
ны ВОЗ: 1) наличие временной связи с употребле-
нием маниока как основного продукта питания;
2) внезапное начало (прогрессирование менее
1 недели) и непрогрессирующее течение слабости в
ногах у ранее здорового человека; 3) симметричная
спастичность в ногах при ходьбе или беге; 4) двусто-
роннее повышение сухожильных рефлексов с ног
без признаков заболевания позвоночника и спин-
ного мозга [34].

Кроме конзо, употребление маниока может так-
же приводить к развитию тропической атаксиче-
ской невропатии, которая проявляется медленно
прогрессирующей сенсорной полиневропатией,
сенситивной атаксией, двусторонней оптической
невропатией и сенсоневральной тугоухостью и
встречается преимущественно в пожилом воз-
расте [41, 44].

Согласно доминирующей гипотезе, развитие
конзо связано с токсическим действием цианидов,
которые содержатся в маниоке [9, 34, 36, 44, 45]. По
данным токсикологических исследований, основ-
ное значение в патогенезе конзо играют метаболи-
ты линамарина – цианогенного гликозида ма-
ниока, в частности, цианид (митохнодриальный
токсин), тиоцианат (AMPA хаотропный агент) и
цианат (токсин двигательной системы) [36]. У па-
циентов с конзо было выявлено увеличение кон-
центрации тиоционата (SCN (–) – основного мета-
болита цианидов – в сыворотке крови и моче [46].
Основным механизмом повреждения мотонейро-
нов при конзо, вероятно, является индукция окис-
лительного стресса и карбамилирование белков [34,
47]. Токсический эффект линамарина и цианата
воспроизведен в серии экспериментальных работ
на разных животных [36, 48]. Наибольший интерес
представляет работа, выполненная с использова-
нием модели хронической интоксикации циана-
том на макаках резус, в которой было показано
развитие сходной с конзо клинической картины
(внезапное развитие тетрапареза), а при проведе-
нии патоморфологического исследования выяв-
лены структурные изменения клеток Беца, перед-
них рогов спинного мозга и базальных ганглиев
[49]. Следует также отметить гипотезу, согласно
которой и латиризм, и конзо могут быть вызваны
нитрилами, содержащими цианогруппы, которые
выявлены в составе как чины, так и маниока [50].
Риск развития заболевания увеличивается при не-
достаточном поступлении с пищей серосодержащих
аминокислот, которые участвуют в опосредованном
роденазой превращении цианида в водораствори-
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мый и менее токсичный тиоционат, экскретируе-
мый с мочой [9].

L-BMAA
В 1945 г. H. Zimmerman, служивший в качестве

военного врача в Военно-морских силах США,
описал кластер с высокой распространенностью
болезни двигательного нейрона среди коренного
населения чаморро острова Гуам [51]. Проведен-
ное в 1954 году первое эпидемиологическое ис-
следование среди жителей острова подтвердило,
что распространенность заболевания, клиниче-
ски схожего с боковым амиотрофическим скле-
розом, среди коренного населения острова Гуам в
100 раз превышало средние общемировые показа-
тели [52]. При этом особенно высокая распростра-
ненность заболевания наблюдалась в отдельных де-
ревенских поселениях: так, в деревне Уматак (Uma-
tac) она достигала 273 человека в пересчете на
100 тысяч населения [53]. Одновременно среди
чаморро было отмечено большое число случаев
синдрома паркинсонизма, развивавшегося в зре-
лом возрасте, часто сопровождавшегося отчетливы-
ми когнитивными нарушениями, достигающими
степени деменции. Случаи синдрома паркинсониз-
ма–деменции нередко встречались в тех же семьях,
где уже наблюдались случаи развития БАС; ино-
гда оба синдрома развивались у одних и тех же
людей. В 1961 г. Asao Hirano и соавт. дали заболева-
нию название “комплекс БАС–паркинсонизм–де-
менция” [54]. Заболевание также получило назва-
ние болезни литико-бодига; на местном диалекте
“литико” соответствовало фенотипу с прогресси-
рующей мышечной слабостью, клиническая кар-
тина которой была схожа с классической формой
бокового амиотрофического склероза; “бодиг”
отражало развитие подкорковой дегенерации с
синдромом паркинсонизма [55].

Дебют клинической картины заболевания в
большинстве случаев начинался с развития про-
грессирующей мышечной слабости, более выра-
женной в дистальных отделах рук и ног, оживле-
ния сухожильных и периостальных рефлексов. В
дальнейшем развивалась распространенная ги-
потрофия мышц конечностей, бульбарные нару-
шения и псевдобульбарный синдром, повышение
тонуса в конечностях преимущественно по пла-
стическому типу, гипокинезия, тремор покоя,
формировались согбенная поза и замедленная
походка. Летальный исход чаще всего был вызван
прогрессирующей дыхательной недостаточно-
стью вследствие гипотрофии скелетной мускула-
туры [56].

Несмотря на существенное преобладание
мужчин среди заболевших, медико-генетических
анализ пациентов и членов их семей позволил в
скором времени полностью исключить генетиче-
скую причину как ведущий этиологический фактор

развития заболевания. Кроме того, заболевание
развивалось не только у народности чаморро, но и у
приехавших извне жителей острова, несмотря на
несколько меньшие показатели заболеваемости
среди иммигрантов. В исследовании С. Plato и со-
авт. был проведен анализ всех зарегистрированных
случаев заболеваемости БАС и/или комплексом
“паркинсонизм–деменция” среди жителей остро-
ва Гуам в период с 1958 по 1999 г. (n = 135); было
показано, что риск заболевания несколько выше у
родственников больных, чем у остального населе-
ния, чьи родственники клинически здоровы [57].

Употребление в пищу большого количества
муки, приготовленной из плодов пальм саговни-
ка Cycas micronesica, было предложено в качестве
ключевого этиологического фактора развития
комплекса “БАС–паркинсонизм–деменция” [58].
Была высказана гипотеза, что несмотря на много-
этапный процесс обработки семян саговника, в
них сохраняются нейротоксические факторы, ко-
торые могут накапливаться в организме человека
при регулярном употреблении муки в пищу. В
1950-е гг. было показано, что семена саговника
содержат сильный яд циказин, однако исследова-
ние его биологических эффектов на животных
моделях не привели к установлению какой-либо
связи между ним и болезнью литико-бодига [52].

В 1967 г., вскоре после установления связи
между другим БАС-подобным синдромом – ла-
тиризмом – и употреблением в пищу нейроток-
сических соединений (L-BOAA), содержащихся в
зернобобовых растениях из рода Чина, биохимик
Arthur Bell и соавт. обнаружили в семенах сагов-
ника другой токсин – L-BMAA (бета-N-метил-
амино-L-аланин) [52]. Тем не менее, в первых
экспериментальных исследованиях было проде-
монстрировано, что содержание свободного
L-BMAA в муке из саговника не сопоставимо с
концентрациями, обладающими токсическим
эффектом, в связи с чем гипотеза об этиологиче-
ской роли L-BMAA была отвергнута [52]. Даль-
нейшие исследования показали, что в муке из са-
говника действительно содержатся высокие кон-
центрации формы L-BMAA, связанной с белком;
при этом в зонах наибольшей заболеваемости
комплексом БАС–паркинсонизм–деменции кон-
центрации L-BMAA в муке являются наибольши-
ми [59]. Противоречивость данных о содержании
L-BMAA в тканях биологических организмов во
многом связана с использованием различных ана-
литических методов определения концентрации
этого вещества, а также его метаболитов [60, 61].

Другим возможным путем попадания
L-BMAA в организм человека является употреб-
ление в пищу народностью чаморро мяса летучих
лисиц, выкармливающихся на семенах саговника.
Концентрация L-BMAA преимущественно в жи-
ровой ткани летучих лисиц могла значительно
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превышать таковую в готовой муке за счет меха-
низма накопления в пищевой цепочке. Употреб-
ление мяса летучих лисиц в пищу являлось неотъ-
емлемой частью культурных традиций коренного
населения, что даже привело к вымиранию одно-
го из их видов (Pteropus tokudae) и резкому сокра-
щению численности ряда других. Дальнейшее
снижение частоты употребления в пищу летучих
лисиц коренным населением, наиболее вероятно,
привело к существенному спаду заболеваемости
комплексом “БАС–паркинсонизм–деменция”
[61]. С большой вероятностью L-BMAA накапли-
вался в организмах и других животных, питаю-
щихся семенами саговника, чье мясо употребля-
ло в пищу коренное население [62, 63].

В ходе проведенных впоследствии эпидемиоло-
гических исследований было показано, что заболе-
ваемость комплексом БАС–паркинсонизм–демен-
ции постепенно снижается [64]; тем не менее, слу-
чаи заболевания продолжаются регистрироваться и
по настоящее время, хотя распространенность изо-
лированного фенотипа БАС значительно снизи-
лась, а средний возраст дебюта заболевания стал
выше [65]. При исследовании всего населения
острова Гуам в 2000-е гг. была выявлена высокая
распространенность деменции среди лиц старше
65 лет, однако в преобладающем большинстве
случаев у больных наблюдалась классическая де-
менция альцгеймеровского типа [66].

Первые патоморфологические исследования
подтвердили наличие у заболевших в ткани го-
ловного мозга скоплений нейрофибриллярных
клубков, аналогичных таковым при болезни Альц-
геймера; при этом у пациентов с изолированным
фенотипом БАС (без синдрома паркинсонизма и
выраженных когнитивных нарушений) их количе-
ство было несколько меньше [67]. Кроме того, в
мозге больных было выявлено большое количе-
ство скоплений белка TDP-43 ((TAR)-DNA-bind-
ing protein 43) в нейронах и глиальных клетках.
Функции этого белка включают подавление тран-
скрипции и регулирование сплайсинга; на сего-
дняшний день TDP-43-позитивные включения в
нейронах описаны при различных вариантах лоб-
но-височной деменции, а также при классиче-
ском БАС [68]. Гипотеза об этиологической роли
L-BMAA была подтверждена обнаружением это-
го нейротоксина в ткани головного мозга пациен-
тов с синдромом БАС-паркинсонизма и класси-
ческим БАС, проживавших на острове Гуам и в
Канаде; это наблюдение также является подтвер-
ждением феномена накопления (биомагнифика-
ции) токсина в пищевой цепочке, приводящего к
существенному повышению концентрации попа-
дающего алиментарным путем в организм чело-
века L-BMAA [69, 70].

В 2003 г. было обнаружено, что L-BMAA могут
выделять цианобактерии рода Nostoc, живущие в

качестве симбионтов на корнях саговника. В ходе
дальнейших исследований было показано, что
L-BMAA могут продуцировать практически извест-
ные виды цианобактерий – как свободноживущие,
так и симбионты [69, 71]. При этом концентрации
вырабатываемого ими L-BMAA являются крайне
низкими, накапливаясь в организмах более высо-
ких уровней пищевой цепи, начиная с зоопланкто-
на [71]. Это открытие позволило предположить, что
другие локальные вспышки заболеваемости БАС
по всей планете могут быть также вызваны высо-
ким содержанием цианобактерий, продуцирую-
щих L-BMAA, в питьевой воде и/или продуктах
питания [52, 72]. Эвтрофикация и ряд других про-
цессов, обусловленных климатическими измене-
ниями, приводят к повышению популяции ци-
анобактерий в природных водоемах, что в свою
очередь может быть причиной роста общемиро-
вой заболеваемости боковым амиотрофическим
склерозом [60, 63, 70].

За открытием продукции L-BMAA цианобак-
териями последовало проведение ряда исследо-
ваний, направленных на изучение концентраций
L-BMAA в водоемах по всему миру, густонасе-
ленных различными видами цианобактерий. Так,
очаги повышенного содержания L-BMAA были
описаны в природных водоемах Великобритании,
Дании, во Флоридском заливе в США, пустыне
Гоби в Монголии [52].

Были неоднократно предприняты попытки
связать повышенный уровень L-BMAA в источ-
никах питьевой воды с высокой распространен-
ностью БАС среди населения соответствующей
географической местности. Так, описан кластер с
повышенной заболеваемостью БАС (более чем в
25 раз по сравнению с другими штатами) около
озера Маскома в штате Нью-Гэмпшир (США),
при этом в воде озера и тканях рыб, обитающих в
нем, были зарегистрированы высокие концен-
трации L-BMAA [73].

Отдельного внимания заслуживает планируе-
мое к проведению крупное эпидемиологическое
исследование, охватывающее население трех ре-
гионов Франции (т.н. Французская программа
BMAALS). В ходе его выполнения будут проана-
лизированы географические области с повышен-
ной заболеваемостью БАС, с применением среди
населения опросника, включающего особенно-
сти приема пищевых продуктов, используемых
источников питьевой воды и воды для полива.
Будут исследованы уровни L-BMAA в биообраз-
цах овощей и фруктов, произрастающих в данной
местности, питьевой воды и воды, использую-
щейся для полива растений; кроме того, будут
проведены гистохимические исследования тка-
ней головного мозга пациентов со спорадиче-
ским БАС, живших в данной местности, с целью
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исследования содержания L-BMAA и его метабо-
литов [60].

Существует несколько теорий в отношении
механизмов нейротоксичности L-BMAA. Во-пер-
вых, L-BMAA является не только агонистом глута-
матных NMDA-рецепторов, но и в низких концен-
трациях приводит к селективному повреждению
двигательных нейронов вследствие активации
AMPA и каинатных рецепторов [70, 71, 74]. Во-
вторых, L-BMAA оказывает воздействие на функ-
ционирование цистин-глутаматного антипортера
(так называемая xc-транспортная система), что
приводит к индукции оксидативного стресса и
повышению концентрации внеклеточного глута-
мата [75]. В-третьих, L-BMAA может встраиваться в
структуру белков, заменяя L-серин, что приводит
к нарушению фолдинга и дальнейшей агрегации
белков – известного механизма патогенеза ряда
нейродегенеративных патологий [76, 77]. Кроме
того, воздействие L-BMAA может приводить к
накоплению нерастворимого белка TDP-43, агре-
гация которого в тканях центральной нервной
системы наблюдается у пациентов с БАС [78].
Еще одним механизмом нейротоксического дей-
ствия L-BMAA может являться индукция секре-
ции провоспалительных цитокинов вследствие
активации NLRP3-инфламмосомы (nucleotide-
binding domain (NOD)-like receptor protein 3) [79].

Существует предположение, что при попада-
нии в желудочно-кишечный тракт L-BMAA ока-
зывает двойное негативное воздействие: во-пер-
вых, проникает в нейроны энтеральной нервной
системы, приводя к митохондриальной дисфунк-
ции; во-вторых, попадая в организованную лим-
фоидную ткань слизистых оболочек пищевари-
тельного тракта, способствует гиперактивации
структур иммунной системы, поддерживая хро-
ническое воспаление в полости кишечного трак-
та, что также может приводить к провокации про-
цессов нейродегенерации по оси “мозг–кишеч-
ник” (brain-gut axis) [80].

Показано, что L-BMAA может являться зве-
ном патогенеза других нейродегенеративных па-
тологий, в том числе болезни Альцгеймера, бо-
лезни Паркинсона и пигментной ретинопатии
[60]. Предполагается, что L-BMAA, проникая че-
рез гематоэнцефалический барьер, взаимодей-
ствует с нейромеланином черной субстанции и
голубого пятна, что может лежат в основе разви-
вающегося синдрома паркинсонизма [81]. Инте-
ресно, что у части больных с комплексом “БАС–
паркинсонизм–деменция” с острова Гуам отмеча-
лось развитие специфической ретинальной пиг-
ментной эпителиопатии, иногда предшествующей
основным симптомам заболевания, что также мо-
жет быть обусловлено прямым воздействием
L-BMAA на нейромеланин ретинального пиг-
ментного эпителия [55]

Нейротоксичность L-BMAA была показана в
том числе на нейрональных клеточных культурах,
приводя к дегенерации и клеточной гибели [82].
Прямое воздействие L-BMAA на структуры цен-
тральной нервной системы у мышей также приво-
дило к гибели нейронов, расположенных в гиппо-
кампе [83]. Введение L-BMAA животным моделям
приводит к формированию различных анатоми-
ческих аномалий развития структур центральной
нервной системы и нарушениям их нормального
функционирования, в том числе гипервозбуди-
мости, проявляющейся миоклониями и судоро-
гами. У птиц описано развитие вакуолярной мие-
линопатии, у грызунов – классической клиниче-
ской картины болезни двигательного нейрона
[84–86]. Продолженное интратекальное введение
L-BMAA (на протяжении 30 дней) крысам приво-
дило к дегенерации двигательных нейронов перед-
них рогов спинного мозга, астроглиозу и накопле-
нию белковых аггрегатов TDP-43 [87]. В целом,
воздействие L-BMAA даже на ранних стадиях
развития животных оказывает долговременные
эффекты не только на развитие и нормальное
функционирование структур нервной системы,
но и на системный энергетический метаболизм,
приводя к развитию митохондриальной дисфунк-
ции во многих тканях [88]. Таким образом, из-за
длительного латентного периода между первым
попаданием L-BMAA в организм и дебютом
симптомов заболевания его можно отнести к так
называемым “медленным токсинам”: развитие
клинической картины синдрома БАС-паркинсо-
низм-деменции, наиболее вероятно, возможно
лишь при условии длительного воздействия
L-BMAA на организм [77, 89].

ТЯЖЕЛЫЕ МЕТАЛЛЫ

В течение длительного времени интенсивно
изучается возможная роль тяжелых металлов в
патогенезе БАС и других нейродегенеративных
заболеваний [10, 90, 91]. Исследования в этой обла-
сти можно разделить на три основных направления.
В ряде работ на больших выборках проводился ана-
лиз ассоциации между воздействием тяжелых ме-
таллов как факторов окружающей среды и риском
развития БАС на популяционном уровне. Данное
направление направлено на определение роли тяже-
лых металлов в качестве факторов риска развития и
прогрессирования БАС как мультифакториального
заболевания. Второе направление исследований
связано с описанием отдельных клинических на-
блюдений, в которых развитие клиники БАС бы-
ло по времени ассоциировано с подтвержденной
интоксикацией. Данные наблюдения, несмотря
на их редкость и часто отсутствие убедительной
каузальной связи между воздействием металла и
развитием заболевания, представляют большой
практический интерес, особенно в случаях, когда
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удается добиться регресса или стабилизации
симптомов. Наконец, третье направление иссле-
дование связано с изучение механизмов нейро-
токсического эффекта тяжелых металлов в усло-
виях iv vitro и in vivo на различных моделях. Среди
тяжелых металлов наибольшее количество иссле-
дований было посвящено возможной связи меж-
ду развитием БАС и воздействием свинца и ртути.

Свинец. В отличие от многих других металлов,
свинец не обладает естественными биологиче-
скими функциями в организме человека, однако
легко накапливается как при остром, так и при
хроническом воздействии [92]. Даже в низких до-
зах свинец обладает повреждающим воздействи-
ем на многие органы и системы, включая кост-
ную ткань, скелетные мышцы, сердце, печень и
почки, иммунную и нервную системы [93–96].
Кроме того, свинец является достаточно хорошо
изученным канцерогеном. До настоящего време-
ни свинец широко используется во многих обла-
стях промышленности, что определяет риск как
развития острых отравлений, так и хронического
воздействия свинцом, содержащимся в воздухе,
воде и почве [92].

Связь между воздействием свинцом и риском
БАС выявлена во многих исследованиях (см., на-
пример, [97–101]), а также подтверждена в несколь-
ких метаанализах [102–104]. В одном из метаанали-
зов показано, что риск развития БАС увеличивается
примерно в 2 раза при профессиональном воз-
действии свинца в анамнезе, при этом приблизи-
тельно 5% случаев БАС могут быть связаны с воз-
действием свинцом [102]. Важно отметить, что
наибольшее значение имеет свинец как профес-
сиональный (производственный) фактор [92].

Свинец легко проникает через гематоэнцефа-
лический барьер и накапливается в нейронах и
глиальных клетках. У пациентов с БАС наблюдается
статистически значимое увеличение концентрации
свинца в сыворотке крови и цереброспинальной
жидкости [92, 98]. Свинец обладает плеотропным
токсическим эффектом. Большое значение имеет
его энзимопатический эффект, обусловленный
связью с сульфигидрильными группами и инги-
бированием активности ряда ключевых фермен-
тов [94, 105]. В частности, свинец ингибирует ак-
тивность дегидратазы 5-аминолевулиновой кис-
лоты, что приводит к нарушению образования
гема [96]. Кроме того, свинец может замещать
двухвалетные катионы (Ca2+, Mg2+, Fe2+, Zn2+) в
составе белковых молекул [106]. Еще одним хоро-
шо изученным механизмов токсического дей-
ствия свинца является индукция окислительного
стресса [107].

В нескольких экспериментальных исследова-
ниях показано, что интоксикация свинцом может
вызывать дегенерацию мотонейронов спинного
мозга, поражение аксонов периферических мото-

нейронов и скелетных мышц [108]. В контексте
изучения роли свинца в развитии БАС большое
значение имеют результаты исследования P.E.A. Ash
и соавт. [109]. В этой работе на модели БАС у мы-
шей изучалась способность 91 потенциального
нейротоксина индуцировать формирование
TDP-43-содержащих включений – одного из
ключевых патоморфологических признаков БАС.
Среди всех протестированных молекул такая спо-
собность была выявлена только у ацетата свинца
и хлорида метилртути [109].

Среди потенциальных механизмов токсиче-
ского действия свинца на мотонейроны также об-
суждается возможность его влияние на укладку
металлосодержащих белков. Свинец может уве-
личивать экспрессию мРНК SOD1 [110], таким
образом, потенциально влияя на накопление мо-
лекул данного белка с аномальной конформацией.
Это может быть одним из механизмов влияния
свинца на развитие БАС у генетически предрас-
положенных лиц [103].

Следует отметить, что свинец при БАС может
оказывать и парадоксальный эффект. В частности,
было показано, что при развитии заболевания со-
держание свинца в крови и костной ткани положи-
тельно коррелирует с выживаемостью [111, 112]. Это
может быть связано с увеличением экспрессии
под действием свинца фактора роста эндотелия
сосудов, хотя обсуждается роль и других факторов
[10, 103, 111].

Наиболее хорошо изученным вариантом пора-
жения нервной системы при интоксикации свин-
цом является периферическая нейропатия. Ее ха-
рактерной особенностью является асимметрич-
ность и преимущественное поражение моторных
волокон, при этом чаще всего вовлекаются разги-
бателей пальцев кистей и разгибатели запястья. В
тяжелых случаях возможно развитие тетраплегии.
По данным электронейромиографии (ЭНМГ) вы-
является аксональная моторная, реже – сенсорная
невропатия. Могут наблюдаться признаки си-
стемного поражения – микроцитарная гипо-
хромная анемия с нормальным уровнем железа в
сыворотке и базофильной зернистостью эритро-
цитов, схваткообразные боли в животе, признаки
поражения почек, артериальная гипертензия, а так-
же признаки так называемой свинцовой энцефало-
патии (когнитивные и поведенческие нарушения,
эпилептические приступы, атаксия) [113]. В литера-
туре представлено несколько клинических наблю-
дений развития БАС-подобных синдромов при
подтвержденной интоксикации свинцом. В 1968 г.
был представлен случай БАС-подобного синдро-
ма с клиникой смешанного тетрапареза и регрес-
сом симптоматики после проведения хелатной
терапии [114]. Описан случай развития интокси-
кации свинцом вследствие вдыхания паров рас-
плавленного свинца с ритуальной целью, при ко-
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тором в клинической картине наблюдался про-
грессирующий в течение одного года верхний
атрофический парапарез с сохранными сухо-
жильными рефлексами. Стоит отметить, что в
данном случае у пациентки также были выявлены
когнитивные нарушения и признаки системного
поражения (базофильная зернистость эритроци-
тов и боль в животе). Через 4 мес. после прекра-
щения ритуала было отмечено восстановление
силы в руках и регресс когнитивных нарушений
[115]. Еще в одном наблюдении у пациентки на
фоне системных проявлений (общая слабость,
рвота, боль в животе, анемия и артериальная ги-
пертензия) развились два генерализованных то-
нико-клонических эпилептических приступа, а
через несколько месяцев – прогрессирующий вя-
лый тетрапарез и бульбарный синдром с нейро-
нальными изменениями на ЭНМГ. Увеличение
концентрации свинца было выявлено в крови и
моче. После проведения терапии ЭДТА IV и
DMPS был отмечен практически полный регресс
симптоматики, однако через некоторое время у
пациентки развился двусторонний паралич луче-
вых нервов и было вновь выявлено увеличение
содержания свинца. Тогда был определен источ-
ник поступления свинца в организм – крем для губ,
содержащий 13.4% Pb [116]. Клиническими особен-
ностями представленных наблюдений является
изолированное поражение нижних мотонейронов,
а также наличие системных проявлений, которые
играют важнейшую роль в постановке правиль-
ного диагноза.

РТУТЬ И ЕЕ СОЕДИНЕНИЯ
Метилртуть является одним из наиболее из-

вестных и хорошо изученных нейротоксинов.
Первые случаи отравления метилртутью, в том
числе с летальным исходом, были описаны еще в
1866 г. у химиков, спустя всего несколько лет после
первого синтеза данного соединения. В XX веке ме-
тилртуть стала использоваться в качестве фунгици-
да, что привело к увеличению промышленного про-
изводства данного соединения. В 1930-х годах были
представлены первые описания клинической и па-
томорфологической картины отравления метилр-
тутью у работников заводов [117]. Необходимо от-
метить, что с точки зрения токсикологии метилр-
туть представляет особую проблему в связи со
способностью накапливаться в пищевых цепоч-
ках. В природной среде метилирование ртути
происходит главным образом в водной среде в ре-
зультате биохимических, химических и фотохи-
мических процессов. В дальнейшем метилртуть
накапливается в моллюсках и рыбах, употребле-
ние которых в пищу может вызывать отравление
человека и животных [118].

Известны 2 крупных катастрофы, связанных с
отравлением большого количества людей мети-

лртутью. В 1956 г. в Японии на побережье залива
Минаматы было зарегистрировано более 2000 слу-
чаев тяжелого поражения нервной системы в ре-
зультате отравления метилртутью. Причиной ка-
тастрофы стал сброс большого количества неор-
ганической ртути в воду залива местным заводом
компании “Chisso”. Неорганическая ртуть пере-
рабатывалась донными микроорганизмами в ме-
тилртуть, которая накапливалась по пищевой це-
почке и поступала в организм людей с рыбой и
моллюсками. Основные проявления заболева-
ния, названного болезнью Минаматы, включали
чувствительные нарушения (парестезии и гипе-
стезии по полиневритическому типу), концен-
трическое сужение полей зрения, снижение слуха,
атаксию, эпилептические приступы, речевые на-
рушения, психические нарушения и др. Были
описаны выраженные эффекты пренатального
воздействия метилртути (тяжелая задержка пси-
хического развития, двигательные нарушения и
др.). Официальное число погибших в результате
этой катастрофы составило 1043 человека [117,
119, 120]. Второй случай массового отравления
метилртутью произошел в Ираке в 1973 г. и был
связан с употреблением в пищу партии отравлен-
ного метилртутью зерна, не предназначенного
для продажи. В результате заболело более 6000 че-
ловек и умерло 452 человека [121]. После этого со-
общалось об еще нескольких не столь массовых и
тяжелых случаях отравления метилртутью, на-
пример, в Бразилии у жителей, занятых рыбной
ловлей [122].

Метилртуть обладает сложным и многокомпо-
нентным нейротоксическим эффектом. Считает-
ся, что наибольшее значение имеют 3 компонента
токсического действия метилртути: 1) повышение
внутриклеточной концентрации кальция; 2) ин-
дукция окислительного стресса; 3) взаимодей-
ствия с сульфигидрильными группами с форми-
рованием тиолсодержащих комплексов [117]. В
серии экспериментальных исследований показа-
но увеличение при воздействии метилртутью
внутриклеточной концентрации кальция, кото-
рое происходит как за счет его выхода из внутри-
клеточных депо, так и поступления в клетку из
вне [123–125]. Последний механизм может реали-
зоваться в том числе посредством активации ме-
тилртутью NMDA рецепторов глутамата, а также
за счет изменения функциональных свойств этих
рецепторов вследствие взаимодействия метилр-
тути с их сульфигидрильными группами [117]. Од-
ним из последствий увеличения внутриклеточ-
ной концентрации кальция является индукция
окислительного стресса [126, 127]. На моделях
отравления метилртутью выявлено увеличение
образования супероксида, перекиси водорода и
периксинитрита [128, 129]. Для развития оксида-
тивного стресса также имеет значение снижение
доступности глутатиона за счет связывания метилр-
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тути с его сульфигидрильными группами [130, 131].
Подтверждением значимости описанных выше
механизмов является возможность уменьшения
выраженности токсического эффекта метиртути
при использовании хелаторов кальция, блокато-
ров кальциевых каналов, а также различных ан-
тиоксидантов (витамин Е, селен, тиоктовая кис-
лота и др.) [132, 133]. За счет связывания с сульфи-
гидрильными группами метиртуть может влиять
на структуру и функции ряда белков, в частности,
тубулина и Na+/K+-АТФ-азы [134]. Наконец, еще
одним крайне значимым механизмов нейроток-
сического действия метиртути является индукция
апоптоза по разным механизмам [117].

С точки зрения потенциального участия метилр-
тути в патогенезе БАС особый интерес представля-
ют данные о способности метилртути селективно
накапливаться в мотонейронах спинного мозга и
вызывать их дегенеративные изменения в экспе-
рименте [135]. Кроме того, у трансгенных живот-
ных хроническое введение метиртути ускоряет
начало БАС [136]. Следует также отметить и описан-
ную выше способность метилртути индуцировать
формирование TDP-43-содержащих включений
в мотонейронах в экспериментальных условиях
[109]. Кроме метилртути, способность вызвать
поражение мотонейронов спинного мозга пока-
зана также для металлической ртути при ее инга-
ляционном введении [137].

Несмотря на эти данные, до настоящего вре-
мени не получено убедительных данных о связи
между интоксикацией метилртутью и поражени-
ем мотонейронов. Следует также отметить проти-
воречивые данные о связи между экспозицией
различных соединений ртути и риском развития
БАС по данным популяционных исследований
[10]. Кроме того, анализ случаев болезни Мина-
мата показывает, что двигательные нарушения не
имеют ведущего значения в клинике интоксика-
ции метилртутью.

В литературе представлено несколько наблю-
дений, в которых клиническая картина БАС раз-
вивалась после документированного отравления
ртутью, при этом заболевание неуклонно про-
грессировало и приводило к гибели пациентов,
несмотря на проведение хелатной терапии [138–
140]. В этих случаях каузальная роль метилртути
является спорной, так как нельзя исключить слу-
чайность совпадения во времени отравления и
начала БАС. В то же время обращает внимание,
что в представленных наблюдениях клиническая
картина не совсем типична для БАС. Кроме того,
неэффективность хелатной терапии может быть
связана с ее поздним началом после поступления
ртути в организм. Особый интерес представляют
несколько описанных случаев, в которых наблю-
дался регресс симптомов (спонтанно или после
проведения хелатной терапии), что позволяет ис-

ключить БАС. Так в одном из наблюдений, C.R. Ad-
ams и соавт. [141] описали случай развития БАС-
подобного синдрома после кратковременной ин-
токсикации ртутью у работника завода со спонтан-
ным регрессом симптомов после нормализации
уровня ртути в моче. Клиническая картина заболе-
вания была представлена выраженной астенией,
снижением массы тела на 9 кг, атрофией дельто-
видных и двуглавых мышц на руках и мышц бедер с
наличием фасцикуляций, однако при отсутствии
признаков убедительных признаков поражения
верхнего мотонейрона. Описание развития клини-
ки БАС-подобного синдрома со спонтанным ре-
грессом симптомов была также представлено
T.E. Barber [142] у двух работников завода по про-
изводству неорганической ртути. Еще в одном
наблюдении представлен случай развития клини-
ки прогрессирующей мышечной атрофии (вари-
ант БАС), которую авторы связали с наличием ра-
нее установленных амальгамовых пломб. После
удаления пломб и проведения хелатной терапии в
комбинации с селеном и тиоктовой кислотой бы-
ло отмечено улучшение состояния пациента, ко-
торое сохранялось в течение 3 лет последующего
наблюдения за пациентом [143]. В данном случае,
однако, интоксикация ртутью не была подтвержде-
на лабораторно. Следует также отметить представ-
ленную серию из 3 наблюдений развития клинико-
нейрофизиологической картины гипервозбудимо-
сти мотонейронов с регрессом симптоматики после
проведения хелатной терапии [144].

Анализируя в целом результаты проведенных
исследований в этой области можно отметить, что
нейротоксичность тяжелых металлов (в первую
очередь свинца и соединений ртути) достаточно
убедительно показана в экспериментальных ис-
следованиях. Данные эпидемиологических ис-
следований о связи между экспозицией тяжелых
металлов и риском БАС противоречивы, однако в
большинстве исследований такая связь выявлена,
при этом наиболее убедительные данные были по-
лучены для свинца. Описаны отдельные случаи
развития БАС-подобных синдромов после ин-
токсикации тяжелыми металлами, однако при-
чинно-следственную связь в каждом случае уста-
новить достаточно трудно. Необходимо отметить,
что наблюдения, свидетельствующие о возмож-
ности замедления прогрессирования заболевания
или регресса симптомов после проведения эли-
минирующей терапии, являются единичными. С
нашей точки зрения, в большинстве описанных
клинических наблюдений клиника является не
совсем типичной для БАС. В целом интоксика-
ция тяжелыми металлами должна рассматривать-
ся в качестве одного из многих механизмов разви-
тия и прогрессирования нейродегенеративного
процесса при БАС. Кроме того, обсуждается воз-
можная роль тяжелых металлов в ускорении раз-
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вития нейродегенеративного процесса у генети-
чески предрасположенных лиц.

АМИНОКИСЛОТЫ С РАЗВЕТВЛЕННЫМИ 
БОКОВЫМИ ГРУППАМИ

Аминокислоты с разветвленными боковыми
цепями (BCAA, от англ. branched-chain amino ac-
ids) – группа протеиногенных незаменимых ами-
нокислот (лейцин, изолейцин, валин), которые
имеют разветвленную боковую алифатическую
цепь [145]. BCAA активно используются в спорте
и фитнесе в качестве пищевой добавки для стиму-
ляции роста мышц и восстановления после тре-
нировок [146, 147]. Изначально BCAA изучались
как возможное средство для лечения БАС, однако
в одном из небольших рандомизированных ис-
следований было показано, что их применение
приводит к статистически значимо более выра-
женному снижению жизненной емкости легких
по сравнению с плацебо [148]. К настоящему вре-
мени опубликованы результаты нескольких экс-
периментальных работ, которые демонстрируют
возможную роль BCAA в развитии и прогрессиро-
вании БАС. В экспериментальном исследовании на
культуре клеток показано, что высокие концентра-
ции BCAA обладают нейротоксическим эффектом
и усиливают эксайтотоксичность. Показано, что
этот эффект BCAA наблюдается только в отноше-
нии культуры корковых нейронов, но не нейронов
гиппокампа, и связан с усиленной стимуляцией
NMDA рецепторов глутамата [149]. В исследовании
на C57Bl/6J мышах показано, что добавление к ра-
циону BCAA (в дозах, эквивалентных применению
у человека) сопровождается снижением экспрес-
сии генов ряда антиоксидантных ферментов и
увеличением экспрессии генов некоторых пере-
носчиков кислорода [150]. Еще в одном исследо-
вании показано, что BCAA вызывает гиперактив-
ность и снижает болевой порог у мышей дикого
типа, а у мышей с мутацией G93A SOD1 увеличи-
вает двигательный дефицит и приводит к наруше-
нию синаптической пластичности [151]. В иссле-
довании, проведенном I. Carunchio и соавт. [152],
было показано, что у мышей диета, обогащенная
BCAA, приводит к возникновению гипервозбу-
димости корковых мотонейронов (феномен, ха-
рактерный для БАС), при этом данный эффект,
вероятно, связан с увеличением персистирующе-
го натриевого тока (INaP). Сходные нейрофизио-
логические изменения характерны для мышей с
мутацией G93A SOD1. В этой работе было показано,
что данный нейрофизиологический эффект спе-
цифичен для BCAA, поскольку не наблюдается
при использовании аминокислот с неразветвлен-
ной цепью (фенилаланин, аланин). Кроме того,
было показано, что гипервозбудимость корковых
мотонейронов, вызванная как мутацией G93A
SOD1, так и введением BCAA, может быть предот-

вращена рапамицином – ингибитором протеин-
киназы mTOR (mammalian target of rapamycin),
активность которой регулируется различными
питательными веществами, в том числе, BCAA
[152]. В совокупности представленные данные
позволяют сделать вывод о возможной роли
BCAA в развитии и прогрессировании БАС. Они
вызывают серьезную озабоченность, учитывая
распространенность применения BCAA в каче-
стве пищевой добавки. Высказывается мнение,
что употребление BCAA может быть одним из
факторов высокой частоты развития БАС среди,
например, профессиональных игроков в американ-
ский футбол или у футболистов в Италии [147].
Роль BCAA в развитии БАС нуждается в тщатель-
ном изучении в будущих исследованиях.

ДРУГИЕ ТОКСИНЫ
В последние годы список потенциальных ток-

синов, которые могут выступать в качестве этио-
логических факторов, факторов риска или про-
грессирования БАС, существенно расширился.
Кроме описанных выше токсинов, обсуждается
возможная роль в развитии БАС селена [153], кад-
мия [154], алюминия [155], различных пестици-
дов [156], органических растворителей и фор-
мальдегида [10], некоторых нейротоксинов гри-
бов [157] и ряда других токсинов.
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Toxin-Induced Motor Neuron Injury
M. N. Zakharovaa, I. S. Bakulina, and A. A. Abramovaa

aResearch Center of Neurology, Moscow, Russia

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a multifactorial disease where interaction of both genetic and environ-
mental factors is thought to play a major role in disease pathophysiology. In particular, influence of various
organic and inorganic toxic substances may increase the risk of ALS development and more rapid disease
progression. In some cases, exposure to certain toxins may lead to the development of potentially curable
ALS-like disorders with a positive clinical response to detoxification therapy. This review covers main toxic
agents which affect motor neurons of the brain and spinal cord and result in typical clinical manifestations of
ALS. We also provide a brief historical background on the research in this field, as well as data obtained from
experimental studies on the pathophysiology of toxin-induced motor neuron disease.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis, motor neuron disease, toxic agents, latrism, konzo, cyanotoxins,
heavy metals, amino acids with branched side chains (BCAA)
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Болезнь Паркинсона – широко распространенное, прогрессирующее, возрастзависимое нейроде-
генеративное заболевание. Нейрохимической основой двигательных и недвигательных нарушений
при болезни Паркинсона является дисфункция многих нейромедиаторных систем мозга и, в
первую очередь, функциональный дефицит и дисбаланс моноаминергических систем, которые обу-
словлены деградацией и гибелью определенных популяций нервных клеток в условиях мисфолдин-
га белка α-синуклеина и действия его амилоидогенных нейротоксических конформаций. Особый
интерес вызывают исследования возрастных особенностей изменений моноаминергических систем
и развития моторных и немоторных нарушений на доклинической и клинической стадиях заболе-
вания. В работе изучено влияние олигомеров α-синуклеина, вводимых интраназально в течение 14-ти
дней, на двигательную активность, эмоциональное состояние, кратко- и долговременную память, а
также содержание и обмен дофамина, серотонина и норадреналина в гиппокампе, фронтальной ко-
ре мозга и мозжечке самцов мышей C57Bl/6 в возрасте 3-х месяцев. В поведенческих экспериментах
использовали модели: “Открытое поле”, “Распознавание нового объекта”, “Условная реакция пас-
сивного избегания” и “Приподнятый крестообразный лабиринт”. Содержание моноаминов и их
метаболитов в ткани мозга животных определяли методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с электромагнитной детекцией. Обнаружено, что мыши, получавшие олигомеры α-си-
нуклеина, демонстрировали проявления аффективноподобного поведения с признаками апатии.
Нарушений двигательной активности, кратковременной и долговременной памяти и повышения
тревожности у животных не документировано. Олигомеры α-синуклеина вызывали значимое сни-
жение содержания дофамина и его метаболитов DOPAC и HVA во фронтальной коре мозга, а также
снижение концентрации метаболита дофамина – 3-МТ и разнонаправленные изменения показателей
обмена серотонина и дофамина в гиппокампе. При этом зарегистрировано значительное повышение
содержания 3-МТ в мозжечке. Выполнен сравнительный анализ полученных в работе данных и экспе-
риментальных фактов, выявленных в ранее проведенном нами исследовании нейрохимических и
поведенческих эффектов олигомеров α-синуклеина у мышей 6-ти месячного возраста. Полученные
результаты свидетельствуют, что олигомеры α-синуклеина при хроническом интраназальном вве-
дении вызывают у мышей 3-х месячного возраста недвигательные нарушения и нейрохимические
изменения, которые наблюдаются на доклинической стадии БП.

Ключевые слова: α-синуклеин, олигомеры, моноамины, двигательная активность, аффективнопо-
добное поведение, память, 3-х месячные мыши, Болезнь Паркинсона
DOI: 10.31857/S1027813321040117

ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона (БП) – хроническое,

прогрессирующее, возрастзависимое, нейродеге-
неративное заболевание. Среди всех неврологи-
ческих заболеваний БП находится на втором ме-

сте по частоте встречаемости и на первом – по
приросту распространенности. Так, общее число
пациентов с БП во всем мире увеличилось более
чем вдвое за период с1990 по 2015 г. Количество
случаев БП в 2014–2015 гг. оценивалось в 6.2–
6.9 миллионов пациентов по всему миру, а к 2040 г.
ожидается увеличение числа заболевших до 12.9–
14.2 миллионов человек. БП является заболева-
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нием наиболее зависимым от возраста. Заболева-
емость БП с возрастом увеличивается более чем в
400 раз [1–3].

В качестве ключевого звена молекулярного па-
тогенеза БП, в настоящее время рассматривают
гиперпродукцию и мисфолдинг белка α-синукле-
ина (α-син) с образованием амилоидогенных
нейротоксических структур, среди которых наи-
более выраженным нейротоксическим действием
обладают префибриллярные олигомерные формы
белка. Высокие концентрации α-син и его амило-
идогенные структуры инициируют деградацию и
избирательную гибель определенных популяций
нервных клеток, локализующихся в различных
церебральных структурах, что приводит к дисба-
лансу и дисфункции многих нейромедиаторных
систем мозга. При этом моноаминергические си-
стемы подвержены более раннему и выраженному
нейротоксическому влиянию α-син и его амилои-
догенных конформаций. Считают, что дисфунк-
ции и дисбаланс нейромедиатороных систем обу-
славливают развитие и проявление характерных
двигательных и многообразных недвигательных
нарушений, наблюдаемых при БП [4–6].

В последние годы все более активно и широко
исследуются различные вопросы междисципли-
нарной проблемы старения и БП. Признано, что
старение является основным фактором риска
развития БП. Возраст дебюта заболевания в зна-
чительной степени определяет, спектр клиниче-
ских проявлений и продолжительность течения
БП. В зависимости от возраста начала БП выделяют
подтипы заболевания, которые различаются рас-
пространенностью, клиническими и генетиче-
скими особенностями. Ювенильный паркинсо-
низм – с началом заболевания в возрасте менее
20 лет. БП с молодым (ранним) началом в воз-
расте от 21 до 40 лет. БП с поздним началом, когда
классические признаки заболевания (двигатель-
ные нарушения) появляются после 61 г. [1, 3, 7, 8].

Значимый интерес для понимания молекуляр-
ного патогенеза и разработки адекватных экспе-
риментальных моделей БП представляют знания
о возрастных особенностях нейрохимических ме-
ханизмов двигательных и недвигательных наруше-
ний, наблюдаемых на доклинической и клиниче-
ской стадиях заболевания. Нами была разработана
оригинальная экспериментальная модель сходных
с БП патологических состояний, основанная на
хроническом интраназальном введении амилои-
догенных конформаций α-син стареюшим мышам.
В экспериментах, проведенных на мышах 12-ти ме-
сячного возраста, было показано, что олигомеры
α-син, вводимые интраназально в течение 14-ти
дней, вызывают нейрохимические и поведенче-
ские эффекты сходные с проявлениями, наблю-
даемыми на клинической стадии БП: снижение
числа дофаминергических нейронов в компакт-

ной части черной субстанции мозга, выраженные
изменения содержания моноаминов и их метабо-
литов в черной субстанции и стриатуме, наруше-
ние нейрогенеза в гиппокампе, а также нарушение
двигательной активности, памяти и повышение
тревожности [9]. Мыши 6-ти месячного возраста,
получавшие олигомеры α-син, воспроизводили
отдельные доклинические проявления БП: повы-
шение тревожности, снижение содержания дофа-
мина и разнонаправленные изменения уровня
его метаболитов в гиппокампе и фронтальной ко-
ре мозга. При этом нарушений двигательной ак-
тивности, обучения и памяти животные не де-
монтировали [10, 11].

Учитывая изложенное, настоящая работа была
направлена на исследование особенностей влия-
ния олигомеров α-син в условиях хронического
интраназального их введения на двигательную
активность, тревожность, кратко- и долговремен-
ную память, содержание и обмен дофамина, се-
ротонина и норадреналина в гиппокампе, фрон-
тальной коре мозга и мозжечке мышей 3-х месяч-
ного возраста.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа проведена на 20 самцах мышей линии

C57Bl/6 в возрасте 3 месяцев (ФГБУН НЦБМТ
ФМБА питомник “Столбовая”, Россия). Мыши
содержались по 3–5 особей в клетках в стандарт-
ных условиях вивария со сменой темной и свет-
лой фаз суток 12/12 ч. при свободном доступе к
пище и воде. Мышам двух групп вводили пооче-
редно в каждую ноздрю либо раствор олигомеров
α-син, приготовленном на физиологическом
растворе (8 мкл, 0.48 мг/кг, n = 10), либо физио-
логический раствор (ФР, 8 мкл, n = 10) ежедневно
в течение 14 дней.

В исследовании была использована батарея
поведенческих тестов, описанная нами ранее [10,
11]. На 15-й день от начала введения растворов
животных из экспериментальной и контрольной
групп однократно помещали в установку “От-
крытое поле” (ОП) (Columbus Instruments, Огайо,
США) на 11 мин (адаптация в течение 5 мин, те-
стирование – последние 6 минут). Поведение жи-
вотных регистрировали с помощью видеокамеры
CNB-BBB-31F (CNB Technology Inc., Корея),
размещенной под потолком комнаты. Сбор и
анализ данных проводили с помощью программы
Ethovision XT 8.5 (Noldus, Голландия). Для анали-
за площадь установки делили на 16 равных квад-
рантов. По перемещению центра тела животного
оценивали среднюю скорость движения, а также
длительность нахождения и количество заходов в
центральную зону (4 центральных квадранта из
16-ти). На 16-е сут оценивали кратковременную
память мышей в тесте “Распознавание нового
объекта” (РНО), используя установку ОП как
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арену для проведения исследования. Во время
сессии обучения длительностью 5 мин животные
имели возможность свободно исследовать два
идентичных объекта (банки из стекла с металли-
ческими крышками, диаметром 5.4 см). Через 1 ч
после обучения мышей проводили 5-минутную
сессию тестирования: в установку помещали
один ранее знакомый и один новый для мыши
объект (зеленый пластмассовый стакан диамет-
ром 7.5 см). В тесте РНО зоны интереса определя-
ли по границам размещенных в установке 2-х
объектов (двух при обучении и двух при тестиро-
вании) и на расстоянии 2 см от этих объектов (в
пограничных зонах). В этом тесте положение жи-
вотного определяли по трем точкам (нос, центр
тела и хвост). Считали, что мышь исследует объ-
ект, если ее нос определялся в границах самого
объекта или его пограничной зоны. На основе
файлов, записанных во время тестирования, рас-
считывали индекс дискриминации (ИД) =
= Тнов/(Тнов + Тзнак), где Тнов – длительность нахож-
дения в зоне нового объекта и его пограничной зоне
(в секундах), Тзнак – длительность нахождения в зо-
не знакомого объекта и его пограничной зоне (в се-
кундах). При анализе результатов, полученных в
модели РНО, были исключены данные одной
мыши из контрольной группы, которая при адап-
тации не подходила ни к одному из объектов. На
18-е сутки исследования в установке PACS Shuttle
Box (v.3.13) (Columbus Instruments, Ohio, USA) у
животных обеих групп формировали условную
реакцию пассивного избегания (УРПИ), которую
оценивали через 24 ч. Животных адаптировали к
освещенному отсеку в течение 15 с, максимальная
длительность сессии обусловливания составляла
180 с, сессии тестирования – 300 с. В случае перехо-
да в темный отсек мышь получала электрокожное
раздражение лап и хвоста (сила тока – 0.6 мА, дли-
тельность разряда – 3 с). С помощью программ-
ного обеспечения PACS 30 Shuttle Box v. 3.13 в
обеих сессиях автоматически фиксировали ла-
тентное время (ЛВ) перехода из освещенного в
темный отсек камеры. Если животное не переходи-
ла в темный отек в течение первой сессии обуслов-
ливания, ей предоставлялась еще одна попытка, но
не ранее, чем через 30 минут после первой сессии.
Спустя 2 дня после проведения УРПИ животных
однократно в течение 5 минут тестировали в уста-
новке “Приподнятый крестообразный лабиринт”
(ПКЛ) (Columbus Instruments, Ohio, USA). В ПКЛ
выделяли 2 суммарные зоны интереса: 2 откры-
тых рукава и 2 закрытых. Оценивали следующие
показатели: среднюю скорость движения, сум-
марное количество входов и длительность пребы-
вания в двух закрытых и двух открытых рукавах.
Опыты в ОП, РНО и ПКЛ проводили в помеще-
нии при освещении установки рассеянным све-
том (10–14 люкс).

Через 24 ч по окончании поведенческих экспе-
риментов всех животных декапитировали, извле-
кали мозг и выделяли на холоде образцы структур
мозга: гиппокамп, фронтальная кора мозга и моз-
жечок, которые замораживали в жидком азоте.
Далее в полученных образцах церебральных
структур определяли содержание биогенных ами-
нов: дофамина (dopamine, DA), его метаболитов
(3,4-Dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC; homo-
vanillic acid, HVA; 3-Methoxytyramine, 3-МТ), норад-
реналина (NA), серотонина (5-hydroxytryptamine, se-
rotonin, 5-HT) и его метаболита (5-hydroxyin-
doleacetic acid, 5-HIAA).В экспериментах были
использованы моноамины и их метаболиты про-
изводства Sigma, St. Louis, MO, USA. Уровень
нейромедиаторов определяли в структурах мозга
мышей методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии с электрохимической детекцией на
хроматографе LC-304T (BAS, West Lafayette, США)
с инжектором Rheodyne 7125, с объемом петли
для нанесения образцов в 20 мкл [12]. Величины
концентрации моноаминов в опытных образцах
рассчитывали методом “внутреннего стандарта”,
исходя из отношений площадей пиков в стан-
дартной смеси и экспериментальном образце и
выражали в нМ/г ткани.

Олигомеры α-син были получены и охаракте-
ризованы по описанному ранее протоколу [13].

Статистический анализ результатов поведен-
ческих экспериментов осуществляли с помощью
программы SPSS Statistics 17.0 (SPSS Inc., США),
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США). Данные пред-
ставляли как средние значения и стандартные
ошибки измерения (M ± SEM), использовали
межгрупповое сравнение по U критерию Mann–
Whitney. Различия считали статистически значи-
мыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В поведенческой части исследования оценива-

ли двигательную активность, кратко- и долговре-
менную память и тревожность самцов мышей 3-х
месячного возраста, получавших интраназально в
течение 14 дней олигомеры α-син либо физиоло-
гический раствор. Обнаружено, что общая двига-
тельная активность экспериментальных мышей
по сравнению с контрольными животными ста-
тистически значимо не различалась ни в ОП, ни в
моделях РНО и в ПКЛ. Средняя скорость движе-
ния экспериментальных мышей в ОП при адапта-
ции составила 9.4 ± 1.0 см/с (ФР: 8.3 ± 0.5 см/с,
тест Манна–Уитни, U = 14.00, Z = –1.347, р =
= 0.178), при тестировании ‒ 6.2 ± 0.5 см/с (ФР:
6.5 ± 0.7 см/с, U = 24.00, Z = –0.122, р = 0.903).
Пройденное животными расстояние также до-
стоверно не различалось (адаптация: олигомеры
α-син: 2775.7 ± 277.4 см, ФР: 2479.5 ± 137.3 см, U =
= 14.00, Z = –1.347, р = 0.178; тест: олигомеры α-син:
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2236.9 ± 179.3 см, ФР: 2339.0 ± 267.9 см, U = 24.00,
Z = –0.122, р = 0.903). Не было выявлено стати-
стически значимых различий во времени нахожде-
ния в центре установки ОП (адаптация: олигомеры
α-син: 31.9 ± 3.5 с, ФР: 29.9 ± 3.1 с, U = 20.00, Z =
= –0.612, р = 0.540; тест: олигомеры α-син: 52.6 ±
± 14.2 с, ФР: 33.9 ± 3.8 с, U = 15.00, Z = –1.226, р =
= 0.220). При адаптации количество заходов
экспериментальных мышей в центр ОП составило
в среднем 25 ± 2 (ФР: 24 ± 2, U = 23.00, Z = –0.246,
р = 0.805), при тестировании ‒ 23 ± 2 (ФР: 20 ± 3,
U = 14.50, Z = –1.292, р = 0.196). У мышей, полу-
чавших олигомеры α-син, средняя скорость дви-
жения в модели РНО при обучении составила
5.6 ± 0.5 см/с (ФР: 6.4 ± 0.6 см/с, U = 18.00, Z = –0.6,
р = 0.549), при тестировании 4.7 ± 0.4 см/с (ФР:
5.0 ± 0.6 см/с, U = 22.00, Z = 0.067, р = 0.947). За
время обучения экспериментальные мыши про-
шли в среднем 3306.5 ± 308.6 см, контроль —
3822.8 ± 370.2 см (U = 18.00, Z = –0.6, р = 0.549), а
при тестировании – в среднем, соответственно,
2767.8 ± 260.7 и 2983.4 ± 366.8 см (U = 22.00, Z =
= –0.067, р = 0.947). В ПКЛ у мышей из экспери-
ментальной и контрольной групп не различались ни
средняя скорость движения (олигомеры α-син:
7.5 ± 1.3 см/с, ФР: 5.6 ± 3.9 см/с, U = 12.00, Z =
= –1.592, р = 0.111), ни длина пути, пройденного
за 5 мин (олигомеры α-син: 2218.8 ± 380.7 см, ФР:
1679.6 ± 117.0 см, U = 12.00, Z = –1.592, р = 0.111).

Сравнение поведение экспериментальных и
контрольных мышей в модели РНО выявило раз-
личия на уровне тенденции во времени обследова-
ния двух объектов при адаптации (0.0 5 < р < 0.1), но
не при тестировании через 1 ч (p > 0.1). Индексы
распознавания также статистически значимо не
различались (табл. 1).

При формировании УРПИ среднее ЛВ перехода
в темный отсек статистически значимо различалось
между группами мышей при обусловливании (оли-

гомеры α-син: 15.8 ± 3.8 с, ФР: 53.6 ± 15.2 с, U = 5.5,
Z = –2.395, р = 0.017), но не тестировании через
24 ч (олигомеры α-син: 146.4 ± 64.4 с, ФР: 177.3 ±
± 36.64 с, U = 22.0, Z = –0.374, р = 0.708).

В тесте ПКЛ между мышами, которым вводи-
ли олигомеры α-син или ФР, выявлены различия
на уровне тенденции в продолжительности на-
хождения в открытых рукавах (олигомеры α-син:
107.5 ± 19.9 с, ФР: 56.7 ± 13.34 с, U = 9.00, Z = –1.96,
р = 0.05) и индексе предпочтения открытых рукавов
(олигомеры α-син: 0.77 ± 0.23, ФР: 0.33 ± 0.09, U =
= 11.00, Z = –1.715, р = 0.083). Мыши из экспери-
ментальной и контрольной групп не различались
по количеству входов в открытые рукава лабиринта
(олигомеры α-син: 20.2 ± 4.0, ФР: 13.8 ± 2.0, U =
= 15.00, Z = –1.23, р = 0.219), но имели различия
на уровне четкой тенденции в количестве заходов
в закрытые рукава ПКЛ (олигомеры α-син: 11.4 ±
± 1.8, ФР: 14.9 ± 2.8, U = 20.5, Z = –0.554, р =
= 0.580).

В нейрохимической части исследования опре-
деляли содержание моноаминов и их метаболи-
тов в гиппокампе, фронтальной коре мозга и моз-
жечке у мышей 3-х месячного возраста, которым
интраназально в течение 14-ти дней вводили оли-
гомеры α-син либо ФР. Документировано, что в
гиппокампе экспериментальных животных со-
держание моноаминов и метаболитов DOPAC,
HVA и 5-НIAA не отличалось от содержания тако-
вых у контрольных животных. При этом, отмечено
статистически значимое снижение уровня метабо-
лита 3-МТ на 53.33% и коэффициента обмена
DOPAC/DA на 22.73%, а также выраженное по-
вышение коэффициента обмена серотонина
5-НIAA/5-HT на 96.97% (табл. 2). Во фронталь-
ной коре у экспериментальных мышей зареги-
стрировано статистически достоверное снижение
концентрации DA и его метаболитов DOPAC,
HVA на 41.49, 36.36 и 26,92% соответственно.

Таблица 1. Длительность обследования объектов при обучении и тестировании через 1 час в модели РНО

Тесты Олигомеры 
α-синуклеина

Физиологический 
раствор

Различия между группами, 
критерий Манна–Уитни

Адаптация
Длительность обследования объекта 1 7.0 ± 4.7 14.3 ± 5.0 U = 8.0, Z = –1.933, p = 0.053
Количество подходов к объекту 1 29 ± 15 50 ± 16 U = 11.5, Z = –1.472, p = 0.141
Длительность обследования объекта 2 7.1 ± 4.8 14.2 ± 5.4 U = 8.0, Z = –1.933, p = 0.053
Количество подходов к объекту 2 26 ± 16 49 ± 16 U = 10.0, Z = –1.669, p = 0.095

Тест
Длительность обследования нового объекта 16.1 ± 9.8 19.5 ± 3.8 U = 12.0, Z = –1.4, p = 0.162
Количество подходов к новому объекту 70 ± 48 70 ± 17 U = 13.0, Z = –1.272, p = 0.203
Длительность обследования знакомого объекта 10 ± 7 9.9 ± 2.3 U = 14.0, Z = –1.133, p = 0.257
Количество подходов к знакомому объекту 47 ± 34 38 ± 8 U = 14.0, Z = –1.133, p = 0.257
Индекс распознавания 0.77 ± 0.1 0.71 ± 0.02 U = 15.0, Z = –1.0, p = 0.317
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Вместе с тем коэффициент обмена дофамина –
HVA/DA повысился на 43.75% по сравнению с
контролем. Статистически достоверных измене-
ний содержания НА и 5-HT, метаболитов 3-МТ и
5-НIAA, а также показателей коэффициентов об-
мена DOPAC/DA и 5-НIAA/5-HT во фронталь-
ной коре не выявлено (табл. 2). В мозжечке мы-
шей, получавших препарат олигомеров α-син,
документировано повышение уровня метаболита
3-МТ более чем в 2 раза (на 212.5%), при том, что
статистически значимых изменений других ис-
следованных показателей не отмечено (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты выполненного исследования де-
монстрируют, что олигомеры α-син при хрониче-
ском интраназальном введении вызывают у сам-
цов мышей 3-х месячного возраста проявления
аффективноподобного поведения с признаками
апатии. Мыши, получавшие олигомеры α-син по
сравнению с мышами, получившими ФР, прояв-
ляли снижение интереса к исследованию новых
объектов в период адаптации в модели РНО, бо-
лее продолжительное время находились в откры-
тых рукавах, при меньшем количестве посещений
закрытых рукавов ПКЛ. Нарушений двигатель-
ной активности, кратковременной и долговре-
менной памяти, а также повышения тревожности
у этих животных не обнаружено.

Аффективные расстройства (апатия, тревога,
депрессия, психозы) являются распространенны-

ми немоторными нарушениями при БП, которые
наблюдаются на доклинической и клинической
стадиях заболевания. Так: распространенность апа-
тии при БП достигает 60%, тревога наблюдается у
20–49% пациентов с БП, а распространенность де-
прессии в среднем составляет 35%. Аффективные
расстройства часто наблюдаются на доклиниче-
ской стадии БП, опережая характерные двига-
тельные проявления заболевания на 3–6 лет. В
качестве основных нейрохимических механизмов
формирования аффективных расстройств при
БП рассматривают дисбаланс и дисфункцию мо-
ноаминергических и ацетилхолинергической си-
стем, а также дефицит моноаминов и нарушение
моноаминергической трансмиссии во фронталь-
ной коре мозга, гиппокампе и базальных ядрах. По-
казано, что различные аффективные расстройства
отличаются особенностями нейроанатомической и
нейрохимической организации [14–16].

В работе обнаружено, что олигомеры α-син,
вводимые интраназально в течение 14-ти дней,
инициируют у мышей 3-х месячного возраста
значимые изменения содержания моноаминов и
их метаболитов в исследованных церебральных
структурах, участвующих в регуляции эмоцио-
нального поведения. Так, во фронтальной коре
мозга зарегистрировано выраженное снижение
уровня DA и его метаболитов DOPAC, HVA, а так-
же повышение коэффициента обмена HVA/DA. В
гиппокампе отмечено достоверное снижение со-
держания метаболита 3-МТ и разнонаправленные
изменения коэффициентов обмена DA и 5-HT. В
мозжечке документировано более чем двукратное

Таблица 2. Влияние хронического интраназального введения олигомеров α-син на содержание моноаминов и их
метаболитов, а также показатели их обмена в гиппокампе, фронтальной коре и мозжечке у 3-х месячных мышей

Группы 
животных 

и структуры 
мозга

Нейромедиаторы, их метаболиты (нМ/г ткани) и показатели обмена (усл. ед.)

NA DA DOPAC НVA 3-MT 5-HT 5-НIAA DOPAC/
DA НVA/DA 5-НIAA/

5-HT

Гиппокамп
Физ. раствор 4.46 ±

± 0.35
0.68 ±
± 0.38

0.13 ±
± 0.05

0.73 ±
± 0.25

0.30 ±
± 0.25

7.48 ±
± 0.80

4.94 ±
± 0.48

0.22 ±
± 0.06

1.28 ±
± 0.49

0.66 ±
± 0.06

Олигомеры
α-синуклеина

5.00 ±
± 0.78

0.63 ±
± 0.04

0.16 ±
± 0.01

0.70 ±
± 0.41

0.14 ±
± 0.09*

6.79 ±
± 0.71

4.27 ±
± 0.42

0.166 ±
± 0.05*

1.301 ±
± 0.12

1.301 ±
± 0.01*

Фронтальная кора
Физ. раствор 5.53 ±

± 0.46
27.04 ±
± 12.98

1.98 ±
± 0.60

3.90 ±
± 1.21

0.84 ±
± 0.54

5.74 ±
± 0.69

2.66 ±
± 0.34

0.08 ±
± 0.02

0.16 ±
± 0.05

0.46 ±
± 0.04

Олигомеры
α-синуклеина

6.41 ±
± 1.67

15.82 ±
± 8.77*

1.26 ±
± 0.55*

2.854 ±
± 1.06*

0.88 ±
± 0.56

5.74 ±
± 0.99

2.32 ±
± 0.76

0.102 ±
± 0.03

0.23 ±
± 0.09*

0.44 ±
± 0.10

Мозжечок
Физ. раствор 5.17 ±

± 0.44
0.31 ±
± 0.19

0.23 ±
± 0.10

0.71 ±
± 0.18

0.08 ±
± 0.03

3.31 ±
± 0.24

2.74 ±
± 0.81

0.80 ±
± 0.19

2.67 ±
± 0.82

0.83 ±
± 0.14

Олигомеры
α-синуклеина

5.07 ±
± 0.16

0.35 ±
± 0.16

0.19 ±
± 0.02

1.18 ±
± 0.37*

0.18 ±
± 0.31*

4.21 ±
± 0.49*

2.65 ±
± 0.271

0.52 ±
± 0.27*

1.48 ±
± 0.69*

0.66 ±
± 0.12*
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повышение 3-МТ – метаболита DA. Выявленные
изменения содержания моноаминов и их метабо-
литов свидетельствует о дефиците DA и наруше-
нии его обмена во фронтальной коре мозга, нару-
шении обмена DA и 5-HT в гиппокампе, а также
изменение метаболизма DA в мозжечке, что, по-ви-
димому, обуславливает развитие аффективнопо-
добного состояния с признаками апатии у мышей
3-х месячного возраста в условиях хронического
введения олигомеров α-син. Полученные данные
указывают, что олигомеры α-син при хрониче-
ском интраназальном введении воспроизводят у
3-х месячных мышей проявления аффективнопо-
добного поведения и нейрохимические изменения,
сходные с недвигательными нарушениями, кото-
рые наблюдаются на доклинической стадии БП.

Документированные экспериментальные факты
подтверждают представления о ведущей роли дис-
баланса и дисфункции DA- и 5-HT-ергических
систем мозга в развитии немоторных нарушений
на доклинической стадии БП [5, 15]. Результаты
работы согласуются с современными взглядами о
том, что мозжечок вовлечен в патогенез БП.
Структурно-функциональные нарушения моз-
жечка, вызванные дефицитом DA, вносят суще-
ственный вклад в развитие не только моторных,
но и недвигательных симптомов, в том числе аф-
фективных состояний при БП [17].

Считают, что исследования и эксперимен-
тальное моделирование немоторных симптомов
и нейрохимических основ доклинических недви-
гательных нарушений БП актуальны и перспек-
тивны для разработки методов ранней диагности-
ки и патогенетического лечения заболевания [15,
16]. В проведенном нами ранее исследовании бы-
ло обнаружено, что олигомеры α-син в условиях
аналогичного экспериментального протокола вы-
зывают у мышей 6-ти месячного возраста поведен-
ческие и нейрохимические эффекты сходные с до-
клиническими, немоторными проявлениями БП.
Животные демонстрировали повышение тревож-
ности без признаков нарушения двигательной ак-
тивности, обучения и памяти. При этом во фрон-
тальной коре мозга зарегистрировано достоверное
снижение содержания DA и повышение уровня
его метаболитов, а также снижение концентра-
ции DA и его метаболитов в гиппокампе [11].

Таким образом, у мышей 3-х и 6-ти месячного
возраста эффекты олигомеров α-син при хрони-
ческом интраназальном введении воспроизводят
недвигательные доклинические проявления БП,
которые, вместе с тем, имеют определенные осо-
бенности. Животные 3-х месячного возраста де-
монстрируют аффективноподобное поведение с
признаками апатии с дефицитом DA во фрон-
тальной коре мозга и нарушением его обмена в
гиппокампе, фронтальной коре и мозжечке. То-
гда как 6-ти месячные мыши проявляли тревож-
ноподобное поведение, ассоциированное с дефи-
цитом DA не только во фронтальной коре, но и в
гиппокампе, а также нарушениями обмена DA в

указанных церебральных структурах. Следует отме-
тить, что полученные нами данные подтверждаются
фактами о нейроанатомических и нейрохимических
особенностях различных аффективных расстройств
[14, 16, 18]. Имеющиеся результаты позволяют, на
наш взгляд, считать, что характер выявленных у 3-х
и 6-ти месячных животных проявлений недвига-
тельных доклинических нарушений, наблюдае-
мых при БП, определяется возрастом начала ней-
родегенерации вызванной действием олигомеров
α-син при интраназальном введении [3, 7, 8].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В целом, результаты данной работы и ранее

выполненного нами исследования свидетель-
ствуют, что олигомеры α-син при хроническом
интраназальном введении вызывают у мышей 3-х
и 6-ти месячного возраста поведенческие и нейро-
химические эффекты, которые отличаются особен-
ностями и воспроизводят недвигательные проявле-
ния, сходные с наблюдаемыми на доклинической
стадии БП. Мыши 3-х месячного возраста демон-
стрируют аффективноподобное поведение с при-
знаками апатии ассоциированное с дефицитом
DA и нарушением его обмена во фронтальной коре
мозга, нарушением обмена DA и 5-HT в гиппокам-
пе, а также изменением метаболизма Da в мозжеч-
ке. У мышей 6-ти месячного возраста зарегистриро-
вано тревожноподобное поведение, ассоциирован-
ное с выраженным снижением концентрации DA и
нарушения его обмена в гиппокампе и фронталь-
ной коре мозга. При этом нарушений двигатель-
ной активности, обучения и памяти у животных
не документировано. Предполагается, что обнару-
женные у 3-х и 6-ти месячных животных особенно-
сти недвигательных доклинических проявлений
БП определяются возрастом дебюта нейродегене-
ративного процесса, вызванного действием оли-
гомеров α-син.
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Neurochemical and Behavioral Effects of Alpha-Synuclein Oligomers
in Mice of Three Months Age
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V. B. Narkevichb, N. P. Mikhailovaa, and A. M. Ratmirova
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Parkinson’s disease is a widespread, progressive, age-related neurodegenerative disease. The neurochemical
basis of motor and non-motor disorders in Parkinson’s disease is the dysfunction of many brain neurotrans-
mitter systems and, first of all, the functional deficit and imbalance of monoaminergic systems, which are
caused by the degradation and death of certain populations of nerve cells under conditions of misfolding of
the protein α-synuclein and the action of its amyloidogenic neurotoxic conformations. Of particular interest
is the study of age-related characteristics of changes in monoaminergic systems and the development of mo-
tor and non-motor disorders at the preclinical and clinical stages of the disease. The work studied the effect
of α-synuclein oligomers, administered intranasally for 14 days, on motor activity, emotional state, short- and
long-term memory, as well as the content and metabolism of dopamine, serotonin and norepinephrine in the
hippocampus, frontal cortex and cerebellum of male C57Bl/6 mice at the age of 3 months. In behavioral ex-
periments, the following models were used: “Open field”, “Recognition of a new object”, “Conditioned re-
action of passive avoidance” and “Elevated cruciform maze”. The content of monoamines and their metab-
olites in the brain tissue of animals was determined by high performance liquid chromatography with electro-
magnetic detection. It was found that mice treated with α-synuclein oligomers showed manifestations of
affective-like behavior with signs of apathy. Alterations of motor activity, short-term and long-term memory,
and an increase in anxiety in animals have not been documented. Oligomers of α-synuclein caused a signif-
icant decrease in the content of dopamine and its metabolites DOPAC and HVA in the frontal cortex, as well
as a decrease in the concentration of the dopamine metabolite, 3-MT, and multidirectional changes in sero-
tonin and dopamine metabolism in the hippocampus. At the same time, a significant increase in the content
of 3-MT in the cerebellum was recorded. A comparative analysis of the data obtained in this work and the
experimental facts revealed in our earlier study of the neurochemical and behavioral effects of α-synuclein
oligomers in 6-month-old mice was carried out. The results obtained indicate that oligomers of α-synuclein,
when administered chronic intranasally, cause non-motor disorders and neurochemical changes in mice of 3
months of age, which are observed at the preclinical stage of PD.

Keywords: α-synuclein, oligomers, monoamines, locomotor activity, affective-like behavior, memory, 3-
month-old mice, Parkinson’s disease
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Цель исследования заключалась в сравнительном анализе изменений в содержании сывороточных
концентраций нейрональных антител и цитокинов у пациентов с профессиональной патологией,
сформировавшейся при воздействии физических (авиационный шум, вибрация) и химических (пары
металлической ртути) факторов. В условиях клиники проведено обследование мужчин с профессио-
нальной нейросенсорной тугоухостью (n = 55), вибрационной болезнью (n = 53), хронической ртутной
интоксикацией (n = 27) и 34 “условно” здоровых лиц. Установлено, что общей закономерностью нару-
шений цитокиновой регуляции аутоиммунного ответа у пациентов с нейросенсорной тугоухостью
и вибрационной болезнью является гиперпродукция аутоАТ к регуляторным белкам нервной ткани
(S-100, ОБМ, NF-200, GFAP, В-зав. Са-каналу) на фоне выраженной провоспалительной направ-
ленности иммунных реакций (увеличение IL-1β, TNFα, IL-2, IL-8). Показано угнетение иммунного от-
вета у пациентов с хронической ртутной интоксикацией, характеризующееся нарушением выработки
АТ, снижением сывороточной концентрации провоспалительного IL-1β и антивоспалительного
IL-4. Полученные результаты определяют необходимость проведения целенаправленной иммуно-
терапии для повышения эффективности лечения и восстановления после прекращения контакта с
производственными вредностями.

Ключевые слова: профессиональная нейросенсорная тугоухость, вибрационная болезнь, хрониче-
ская ртутная интоксикация, аутоантитела к белкам нервной ткани, цитокины
DOI: 10.31857/S1027813321040026

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время приобретает особую значи-

мость сохранение и укрепление здоровья работаю-
щего населения, которое является приоритетной
задачей здравоохранения и социальной политики
государства. В последние годы в Российской Фе-
дерации и в мире заболевания, обусловленные воз-
действием физических и химических факторов, по-
прежнему занимают лидирующие позиции. В
структуре профессиональных заболеваний веду-
щие места принадлежат вибрационной болезни и
шумовой патологии, которые развиваются в самом
трудоспособном возрасте и имеют тенденцию к ро-
сту [1–3]. Нейроинтоксикации парами ртути также
продолжают оставаться актуальной проблемой
нарушений здоровья человека, несмотря на за-
крытие многих предприятий, где пары металли-

ческой ртути являлись ведущим неблагоприятным
фактором [4]. Известно, что развитие и течение вы-
шеперечисленных заболеваний сопровождается на-
рушениями со стороны нервной системы, которые
зависят от многих факторов (продолжительности,
интенсивности воздействия, индивидуальных осо-
бенностей организма и др.). У лиц с нейросенсор-
ной тугоухостью (НСТ) изменения в нервной си-
стеме характеризуются нарушением чувствитель-
ных нервных волокон внутреннего уха, слухового
нерва и центральных образований слуховой си-
стемы [5]. При производственном воздействии
вибрации в патологический процесс вовлечены
мозжечок, стволовые структуры, гипоталамус [6,
7]. Соединения ртути, обладая нейротоксичными
и кумулятивными свойствами [8, 9] способствуют
развитию дегенерации нервных клеток ЦНС: коры
мозга, ретикулярной формации, а также перифе-
рических нервов [10, 11]. Важную роль в патогенезе
неврологических нарушений при НСТ, ВБ, ХРИ

* Адресат для корреспонденции: 665827 Россия, Иркутская
область, г. Ангарск, 12а м-н, д. 3, а/я 1170; тел.: +7(3955)58-
69-10 (доб. 1411); e-mail: immun11@yandex.ru.
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играют особенности нейроиммунных взаимодей-
ствий [12, 13]. В последние годы многочисленны-
ми исследованиями показано, что при многих па-
тологических состояниях изменения в нервной
системе сопровождаются развитием аутоиммун-
ного ответа относительно регуляторных белков
нервной ткани, а изменения в содержании выра-
батываемых АТ с одной стороны могут стать од-
ной из причин развития нейроиммунопатологии,
а с другой – выступать в качестве эндогенных
протективных веществ, участвующих в саногенети-
ческих механизмах [14, 15]. При этом выработка АТ
находится под контролем цитокинов, локальная и
системная продукция, которых является ключевым
звеном межклеточных и межсистемных взаимо-
действий. В настоящее время не вызывает сомне-
ний, что цитокины являются важнейшими факто-
рами иммунопатогенеза различных заболеваний, а
определение их концентраций в сыворотке крови
позволяет получить информацию о функциональ-
ной активности иммунокомпетентных клеток, со-
отношении процессов активации Т-хелперов I и II
типов, что очень важно при дифференциальной
диагностике ряда иммунопатологических про-
цессов [16]. Несмотря на то, что механизмы фор-
мирования профессиональных поражений нерв-
ной системы различны, клиническая картина их
начальных проявлений может не отличаться или
мало отличается от широко распространенных в
популяции неврологических нарушений, сопро-
вождающих многие заболевания другой этиологии
[17]. В связи с этим, в последние годы большое
внимание уделяется выявлению патогенетиче-
ских особенностей развития поражений нервной
системы при профессиональных заболеваниях
для обоснования персонифицированного подхода
к их дифференциальной диагностике и лечению.

Цель исследования заключалась в сравнитель-
ном анализе изменений в содержании сыворо-
точных концентраций нейрональных антител и
цитокинов у пациентов с профессиональной па-
тологией, сформировавшейся при воздействии
физических (авиационный шум, вибрация) и хи-
мических (пары металлической ртути) факторов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Проведено лабораторно-иммунологическое об-

следование 135 мужчин с профессиональной пато-
логией, которые находились на обследовании и ле-
чении в клинике института. В первую группу вклю-
чены 55 пациентов с установленным диагнозом
нейросенсорной тугоухости (НСТ), обусловлен-
ной воздействием авиационного шума (персонал
летного состава – пилоты-инструкторы, командиры
воздушного судна, бортмеханики) в возрасте 52.0 ±
± 1.36 г. Вторая группа представлена 53 пациентами
с вибрационной болезнью (ВБ), индуцированной
локальной вибрацией и сочетанным воздействием

общей и локальной вибрации. В третью группу
вошли лица (n = 27) с хронической ртутной инток-
сикацией (ХРИ), подвергавшихся в период трудо-
вой деятельности хроническому воздействию паров
металлической ртути (средний возраст 53.4 ± 0.8 г.).
Клиническая верификация диагнозов осуществ-
лялась врачами клиники в соответствии с Между-
народной классификацией болезней 10-го пере-
смотра (МКБ-10). Критериями включения в основ-
ные группы было наличие установленного в период
трудовой деятельности профессионального заболе-
вания, отсутствие коморбидной патологии (ожире-
ние, сахарный диабет, артериальная гипертензия и
т.д.). Группа сравнения представлена 34 “условно”
здоровыми лицами (средний возраст – 50.35 ±
± 1.69 лет), которые по специфике профессио-
нальной деятельности не подвергались хрониче-
скому воздействию шума, вибрации и каких-либо
химических факторов и не имели на момент ис-
следования острых и хронических (в стадии
обострения) заболеваний. Кровь для исследова-
ния у пациентов брали однократно при поступле-
нии в стационар, натощак до проведения лечения,
используя пробирки Vacutainer, которые центрифу-
гировали при 1500 об./мин в течение 15 мин для по-
лучения сыворотки. Сыворотку отбирали в от-
дельные пробирки Эппендорф (Eppendorf) и хра-
нили в низкотемпературной морозильной камере
(Sanyo) при температуре –70°С. Определение АТ
проводили с помощью стандартных тест-систем
ЭЛИ-Нейро-Тест (Московского научно-произ-
водственного объединения “Иммункулус”, реги-
страционное удостоверение № ФСР 2009/04554
от 23.03.2009 г.) в соответствии с прилагаемой к
набору инструкцией. Оценивали сывороточные
концентрации АТ класса IgG к антигенам нервной
ткани: нейрофиламентному протеину-200 (NF-200),
глиальному фибриллярному кислому белку
(GFAP), S-100, основному белку миелина (ОБМ),
вольтажзависимому Са-каналу (В-зав. Са-канал).
Концентрации цитокинов (IL-1β, TNFα, IL-2,
IL-8, IL-10, IL-4, INFγ) в сыворотке крови опреде-
ляли методом иммуноферментного анализа (ИФА)
на автоматическом ридере для стрипов и микро-
планшет ELx800 (BIO-TEK INSTRUMENTS, USA)
с использованием тест-систем (ЗАО “Вектор-
Бест”, г. Новосибирск). Лабораторные исследо-
вания для сравнительной оценки показателей во
всех группах выполнены одновременно.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакета прикладных программ
“STATISTICA 6.0” (StatSoft, USA). Возраст обсле-
дованных пациентов представлен в виде средней
(М) и ее ошибки (m). Проверку нормальности
распределения выполняли с использованием
критерия Шапиро–Уилкса. Результаты представ-
лены в виде медианы (Me), нижнего (Q25) и верхнего
(Q75) квартилей. Для определения значимости меж-
ду независимыми выборками при ненормальном
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распределении использовали критерий Манна–
Уитни. Различия считали статистически значи-
мыми при p < 0.017 и p < 0.0085 (при сравнении
трех и четырех групп соответственно). Обследо-
вание пациентов проходило в соответствии с эти-
ческим стандартом Хельсинской декларации все-
мирной ассоциации “Этические принципы про-
ведения научных медицинских исследований с
участием человека”, с поправками 2000 г. и “Пра-
вилами клинической практики в Российской Фе-
дерации”, утвержденными Приказом Минздрава
РФ № 266 от 19.06.2003 г., с информированного
согласия пациентов и по заключению местного
этического комитета (протокол № 5 от 14.11.2012 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Основываясь на результатах предыдущих ис-

следований, свидетельствующих об изменении
выработки АТ к белкам нервной ткани у работаю-
щих в условиях воздействия физических и химиче-
ских факторов [15, 18], представляло определенный
интерес проанализировать в сравнительном плане
сывороточные концентрации наиболее инфор-
мативных аутоАТ к белкам нервной ткани и цито-
кинов у пациентов с профессиональной НСТ, ВБ
и ХРИ. Сравнительная оценка уровней нейро-
нальных АТ (табл. 1) позволила выявить общие
закономерности изменений у лиц с профессио-
нальной патологией, обусловленной воздействи-
ем физических факторов. А именно, в группе лиц
как с НСТ, так и с ВБ медианные значения пока-
зателей АТ к белкам S-100, ОБМ, NF-200, GFAP,
В-зав. Са-каналу ткани были статистически зна-
чимо выше аналогичных показателей в группе
сравнения. Обращает на себя внимание тот факт,
что у пациентов с НСТ наблюдалось более выра-
женное (p < 0.0085) повышение уровней АТ, чем у
лиц с ВБ.

Важно отметить, что в большинстве случаев
избыточная продукция АТ, будучи вторичным
явлением, отражает изменения в специализиро-
ванных структурах нервной ткани. При этом воз-
растание продукции АТ направлено на актива-
цию клиренса, утилизацию избытка соответству-
ющих антигенов и является защитной реакцией.
Вместе с тем, аномальное повышение продукции
определенных аутоАТ или длительно сохраняю-
щиеся высокие их уровни могут выступать ин-
струментами иммунометаболических нарушений
разной степени выраженности, вплоть до аутоде-
структивных реакций [19]. Напротив, у лиц с
ХРИ, сформировавшейся при хроническом воз-
действии паров ртути, установлено статистиче-
ски значимое снижение выработки АТ к ОБМ и
GFAP (p < 0.0085) и ярко выраженная тенденция
к снижению уровней АТ к NF-200, В-зав. Са-ка-
налу (p < 0.03) относительно группы сравнения. У
пациентов с ХРИ при сопоставлении со сравни-

ваемыми группами (НСТ, ВБ) отмечены более
низкие (p < 0.0085) значения показателей АТ к
белкам S-100, ОБМ, NF-200, GFAP, В-зав. Са-ка-
налу. Полученные результаты могут свидетельство-
вать о нарушении синтеза АТ, обусловленного дис-
функцией иммунной системы и/или разрушением
задействованных молекулярных компонентов нерв-
ной ткани, на которые могут вырабатываться АТ
[14]. Для всестороннего, комплексного понима-
ния функционирования специфического клеточ-
ного иммунного ответа у пациентов с профессио-
нальной патологией, обусловленной воздействием
физических и химических факторов целесообраз-
ным являлось, наряду с определением специфиче-
ских антител, исследование антиген-индуцирован-
ной продукции биоактивных молекул – цитокинов,
обеспечивающих регуляторные и эффекторные
функции Т-клеток. Исследование функциональ-
ной активности антиген-специфических Т-клеток
предоставляет важную информацию о функцио-
нировании иммунной системы. Сравнительная
оценка цитокинового профиля у пациентов с
профессиональной НСТ, ВБ и ХРИ также позво-
лила выявить общие закономерности в измене-
нии цитокинов и отличительные особенности. У
лиц с НСТ и ВБ выявлено возрастание концен-
трации провоспалительного IL-1β относительно
группы сравнения (p < 0.0085). Между группами
(НСТ и ВБ) различия не были статистически зна-
чимыми. При этом у лиц с ХРИ установлено сни-
жение IL-1β как относительно лиц группы срав-
нения, так и пациентов с ВБ (p < 0.00001). Следует
отметить, что при ранее выполненных обследова-
ниях пациентов с профессиональной патологией,
сформировавшейся при хроническом воздействии
токсических соединений алюминиевой промыш-
ленности, также зарегистрировано снижение IL-1β
[20]. Известно, что IL-1β стимулируя синтез ПГЕ в
гипоталамусе способствует развитию “воспали-
тельной” и “нейропатической” реакций, вызывает
депрессию, недомогание, социальную дезадапта-
цию, снижает расходование энергии и др. [16]. В
настоящее время заболевания, при которых обсуж-
дается патогенетическое значение IL-1β, характе-
ризуются развитием разнообразных клинических и
лабораторных проявлений, ассоциирующихся с ло-
кальным и системным воспалением [21]. Поэтому
подавление биологических эффектов IL-1β с ис-
пользованием генно-инженерных биологических
препаратов в последние годы рассматривается
как перспективный подход к лечению [22]. Ана-
логичные, как и для IL-1β, закономерные изме-
нения были выявлены для провоспалительного
TNFα у лиц с НСТ и ВБ (увеличение сывороточ-
ных концентраций относительно группы сравне-
ния при p < 0.0085). При этом у пациентов с НСТ
наблюдалось более выраженное повышение ука-
занного показателя по сравнению с пациентами с
ВБ (p < 0.001) и группой сравнения (p < 0.00001).
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У лиц с ХРИ наблюдалось статистически значи-
мое снижение этого цитокина по сравнению с
больными НСТ (p < 0.002) и ВБ (p < 0.002), а так-
же тенденция к его снижению относительно
группы сравнения. Что касается других провос-
палительных цитокинов IL-8 и IL-2, то значения
их во всех сравниваемых группах соответствовали
контрольному диапазону, хотя IL-8 имел ярко вы-
раженную тенденцию к возрастанию. Между срав-
ниваемыми группами изменения отмечены лишь
для IL-2, уровни которого были ниже в группе па-

циентов с ХРИ по сравнению с ВБ (p < 0.00001).
Провоспалительные цитокины (IL-1β, TNFα и др.)
относятся к клеточным медиаторам воспаления и
играют ключевую роль в его развитии, оказывая
влияние на синтез простагландинов, фагоцитоз,
пролиферацию и активацию фибробластов, пи-
рогенный эффект [23]. Однако воспаление может
выступать не только в качестве защитной реакции
организма, но и играть важную роль в индукции па-
тологических процессов в организме [24], что,
по-видимому, характерно для большинства об-

Таблица 1. Сравнительная оценка нейрохимических показателей у пациентов с профессиональной патологией
от воздействия физических и химических факторов, Ме (Q25–Q75)

Примечание: различия статистически значимы ● – между группами; * – относительно группы сравнения при p < 0.0085.

Наименование 
показателей, ед. изм.

Пациенты с НСТ
(1 группа)

Пациенты с ВБ
(2 группа)

Пациенты с ХРИ
(3 группа)

Группа сравнения
(4 группа)

ОБМ, усл. ед. 0.652 (0.525–0.821)
* p = 0.00000;
●1–2 p = 0.01

0.553 (0.436–0.679)
* p = 0.00000;

● 2–3 p = 0.0000009

0.175 (0.144–0.196)
* p = 0.000007;

●1–3 p = 0.00000

0.300 (0.270–0.360)

GFAP, усл. ед. 0.836 (0.702–0.954)
* p = 0.00000;

●1–2 p = 0.002

0.615 (0.50–0.854)
* p = 0.00000;

●2–3 p = 0.0000007

0.274 (0.229–0.342)
* p = 0.0009;

●1–3 p = 0.000005

0.368 (0.310–0.430)

S-100, усл. ед. 1.05 (0.930–1.14)
* p = 0.000001;
●1–2 p = 0.006

0.836 (0.585–1.14)
* p = 0.000007;

● 2–3 p = 0.000001

0.378 (0.202–0.580)
* p = 0.03;

●1–3 p = 0.00000

0.285 (0.240–0.410)

NF-200, усл. ед. 0.897 (0.695–0.974)
* p = 0.00000;

●1–2 p = 0.0005

0.662 (0.536–0.818)
* p = 0.00000;

● 2–3 p = 0.0000008

0.272 (0.200–0.287)
* p = 0.03;

●1–3 p = 0.000008

0.306 (0.250–0.320)

В-зав. Ca кан., усл. ед. 0.914 (0.751–1.11)
* p = 0.00000;

●1–2 p = 0.004;

0.731 (0.582–0.935)
* p = 0.000001;

● 2–3 p = 0.0000003

0.171 (0.153–0.200)
* p = 0.003;

●1–3 p = 0.000003

0.215 (0.170–0.326)

IL-1β, пг/мл 13.13 (7.95–49.1)
* p = 0.0000;

●1–2 р = 0.01

11.49 (6.14–39.17)
* p = 0.0000;

●2–3 р = 0.00001

0.27(0.01–2.9)
* р = 0.00001;

3.4 (1.21–6.19)

IL-2, пг/мл 4.96 (2.55–6.91) 3.86 (2.38–6.55)
●2–3 р = 0.00001

2.8 (0.01–13.0) 4.22 (2.67–6.33)

IL-4, пг/мл 0.10 (0.01–4.63)
* p = 0.04

0.01 (0.01–0.37) 0.01 (0.01–0.01)
* р = 0.005;

●1–3 р = 0.0011

0.01 (0.01–0.69)

IL-8, пг/мл 10.69 (1.54–36.64)
* p = 0.04;

•1–2 p = 0.02;

7.53 (5.49–21.79)
* p = 0.003;

7.2 (2.6–16.5) 5.08 (1.41–13.40)

IL-10, пг/мл 0.86 (0.01–2.67)
•1–2 p = 0.01

0.25 (0.01–1.41) 0.01 (0.01–1.54)

TNFα, пг/мл 2.66 (1.64–4.01)
* p = 0.0000;

•1–2 p = 0.02

1.87 (1.25–3.26)
* p = 0.001;

• 2–3 р = 0.00001

0.38 (0.01–2.3)
●1–3 р = 0.002

0.73 (0.01–1.47)

INFγ, пг/мл 0.01 (0.01–0.81)
•1–2 p = 0.0000

1.25 (0.01–9.56)
* p = 0.0000;

●2–3 р = 0.00001

0.01(0.01–0.015) 0.01 (0.01–1.16)
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следованных нами пациентов. Что касается INFγ,
который помимо провоспалительных эффектов об-
ладает и рядом противовоспалительных свойств,
то изменения концентраций его в сыворотке кро-
ви имели разнонаправленный характер относи-
тельно группы сравнения. Нарастание концен-
траций зарегистрировано при ВБ (p < 0.00001) и
тенденция к снижению при НСТ и ХРИ. Сопостав-
ление INFγ между сравниваемыми группами пока-
зало статистически значимое снижение показателя
у лиц с НСТ (p < 0.001) и ХРИ (p < 0.00001) по срав-
нению с ВБ. Важно отметить, что INFγ является
уникальным цитокином, обеспечивающим взаи-
модействие множества клеточных систем посред-
ством контроля транскрипции большого количе-
ства генов [25]. Нарушение функционирования
системы INFγ может проявляться различными
состояниями, в том числе и аутоиммунными за-
болеваниями различных органов и систем (ЦНС,
ЖКТ, воспалительные заболевания кожи, опор-
но-двигательного аппарата, органов внутренней
секреции и др.) [26]. В нашем случае возможность
сниженной продукции INFγ при НСТ и ХРИ мо-
жет быть результатом развития феномена исто-
щения специфического иммунного ответа [27]. В
то же время, соотнесение повышенной антиген
индуцированной продукции INFγ с клинической
картиной, характерной для ВБ не дает оснований
говорить о наличии защитного иммунного ответа
[28, 29]. Концентрации антивоспалительного IL-4
статистически значимо были выше у лиц с НСТ,
чем при ВБ (p < 0.003) и ХРИ (p < 0.0011). При
этом у пациентов с ХРИ снижались (p < 0.005) от-
носительно группы сравнения в отличие от лиц с
НСТ и ВБ. Для другого антивоспалительного IL-10
различия как при сопоставлении с группой срав-
нения, так и между группами не были обнаружены.

Совокупность полученных результатов анали-
за изменений сывороточных концентраций АТ и
цитокинового профиля в сравниваемых группах
позволяет заключить о гиперактивации иммун-
ных реакций у пациентов с профессиональной
патологией, обусловленной воздействием физи-
ческих факторов (НСТ и ВБ) и угнетении иммун-
ного ответа у лиц с ХРИ.

Таким образом, общей закономерностью на-
рушений цитокиновой регуляции аутоиммунного
ответа у пациентов с профессиональной патологи-
ей, обусловленной воздействием физических фак-
торов (НСТ и ВБ), является гиперпродукция ауто-
АТ к регуляторным белкам нервной ткани (S-100,
ОБМ, NF-200, GFAP, В-зав. Са-каналу) на фоне
выраженной провоспалительной направленности
иммунных реакций (увеличение IL-1β, TNFα,
IL-2, IL-8). Напротив, при ХРИ установлено
угнетение иммунного ответа, характеризующегося
нарушением выработки АТ, снижением уровней
провоспалительного IL-1β и антивоспалительного
IL-4. Полученные результаты исследования опре-

деляют необходимость проведения целенаправ-
ленной иммунотерапии для повышения эффек-
тивности лечения и восстановления после пре-
кращения контакта с производственными
вредностями.
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Comparative Assessment of Neurochemical Indicators in Patients
with Occupational Pathology Due To Physical and Chemical Factors

G. M. Bodienkovaa and E. V. Boklazhenkoa

aFederal State Budgetary Scientific Institution “East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research”, Angarsk, Russia

The aim of the study was to compare changes in serum concentrations of neuronal antibodies and cytokines
in patients with occupational pathology formed by exposure to physical (aviation noise, vibration) and chem-
ical (metal mercury vapor) factors. In the conditions of the clinic, an examination was carried out of men with
professional neurosensory hearing loss (n = 55), vibration disease (n = 53), chronic mercury intoxication
(n = 27) and 34 “conditionally” healthy persons. It is established that the general regularity of violations of
cytokine regulation of the autoimmune answer at patients with neurotouch relative deafness and a vibration
disease is hyperproduction autoAB to regulatory proteins of nervous tissue (S-100, MBP, NF-200, GFAP,
voltage-dependent.Ca-channel) against the background of the expressed pro-inflammatory orientation of
immune reactions (increase in IL-1β, TNFα, IL-2, IL-8). Inhibition of immune response in patients with
chronic mercury intoxication is shown, characterized by impaired AB production, decreased serum concen-
tration of proinflammatory IL-1β and anti-inflammatory IL-4. Obtained results determine necessity of car-
rying out targeted immunotherapy to increase efficiency of treatment and recovery after termination of con-
tact with industrial pests.

Keywords: professional neurosensory hearing loss, vibratory disease, chronic mercury intoxication, autoanti-
bodies to nerve tissue proteins, cytokines


