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ПЕРСПЕКТИВЫ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ БОЛЕЗНЕЙ: 
БЕЗ CRISPR/CAS9 НЕ ОБОЙТИСЬ?

THE PROSPECTS OF GENE THERAPY FOR MITOCHONDRIAL DISEASES: 
CAN’T WE DO WITHOUT CRISPR/CAS9?

Мутации в митохондриальном геноме являются причиной серьезных наследственных заболеваний человека. На се-
годняшний день существует несколько способов их коррекции, которые, однако, вряд ли могут быть повсеместно 
внедрены в клиническую практику. С другой стороны, в последние годы крайне активно развивается технология ре-
дактирования геномов CRISPR/Cas9. В работе приводится обзор существующих способов борьбы с митохондри-
альными мутациями, показываются основные их недостатки. Также анализируются возможности создания версии 
технологии CRISPR/Cas9 для коррекции мутаций в митохондриальной ДНК, обсуждаются основные этапы, которые 
необходимо пройти для этого. Особое внимание уделяется техническим сложностям, которые могут возникать при соз-
дании такой технологии. В целом принципиальных препятствий к разработке системы mitoCRISPR/Cas9 не выявлено.

Mitochondrial DNA mutations cause severe inherited disorders in humans. To date, there are a few therapeutic strategies for 
their correction; however, it is highly unlikely that they would be routinely used in clinical practice. The past few years have 
witnessed the rapid progress of a genome editing technology known as CRISPR/Cas9. The present review focuses on the 
current strategies to combat mitochondrial mutations and reveals their major drawbacks. The article also explores the possibility 
of creating a possible specific CRISPR/Cas9 tool for correcting mitochondrial DNA mutations and provides a rough description 
of its mechanism of action. A particular focus is paid to technical challenges. On the whole, we see no principal barriers to 
implementing a mitoCRISPR/Cas9 system for treating mitochondrial disorders.
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Митохондриальный геном человека представляет собой 
двуцепочечную молекулу ДНК размером около 16,5  тыс.
пар нуклеотидов, кодирующую 13 белков, 22 тРНК и 
2 рРНК [1]. Мутации в митохондриальной ДНК встречаются 
в общечеловеческой популяции с частотой около 1 : 3500 
[2]. Следует отметить, что далеко не всегда такие мутации, 

даже если они расположены в кодирующих участках ми-
тохондриальной ДНК, приводят к развитию заболевания. 
В первую очередь это связано с феноменом гетероплаз-
мии — одновременным присутствием в клетке мутантных 
и немутантных молекул ДНК [3]. Фенотипическое проявле-
ние мутации всегда зависит от уровня гетероплазмии, то 
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есть от соотношения количеств нормальных и мутантных 
молекул митохондриального генома. Если заболевание, 
вызванное мутацией в митохондриальной ДНК, все же 
проявляется, то чаще всего оно относится к нейромышеч-
ным болезням: именно в нервной и мышечной тканях, тре-
бующих большого количества АТФ, функция митохондрий 
наиболее важна для клеток.
На сегодняшний день митохондриальные болезни не-

излечимы. Пациенты получают лишь симптоматическое 
лечение, которое обычно незначительно улучшает каче-
ство их жизни. В течение почти двух десятков лет разра-
батываются различные генно-терапевтические подходы 
к супрессии мутаций в митохондриальном геноме [4]. Не 
останавливаясь на них подробно, перечислим их основные 
типы: 

– аллотопическая экспрессия (экспрессия гена мито-
хондриального белка в цитоплазме с последующим им-
портом такого белка в митохондрии и его включением 
в митохондриальные процессы вместо мутантного),

– ксенотопическая экспрессия (экспрессия в цитоплаз-
ме гена, ортологичного митохондриальному, из другого ор-
ганизма, с последующим импортом такого белка в мито-
хондрии и его включением в митохондриальные процессы 
вместо мутантного),

– трансфекция синтезированных in vitro митохондри-
альных тРНК или мРНК в клетку с их последующим им-
портом в митохондрии и включением в митохондриальную 
трансляцию вместо мутантных,

– импорт в митохондрии «векторных» нуклеиновых 
кислот, несущих последовательности, комплементарные 
участку мутации митохондриальной ДНК, связываюшихся 
сэтими участками и ингибирующих репликацию мутантных 
молекул,

– использование специальных везикул, специфически 
проникающих через митохондриальные мембраны, для 
доставки биологических макромолекул в митохондрии 
с последующим их включением в молекулярные процессы 
в органеллах вместо мутантных.
Все эти подходы показали свою эффективность в экс-

периментах на культурах клеток человека. Их общим не-
достатком является то, что они не элиминируют саму му-
тацию в митохондриальном геноме, а лишь снижают уро-
вень гетероплазмии, что, в свою очередь, приводит к час-
тичному или полному восстановлению митохондриальной 
функции. Даже если представить, что подобные подходы 
когда-нибудь будут внедрены в клиническую практику, то 
очевидно, что они не воспрепятствуют передаче мутации 
по наследству следующим поколениям. Использование 
технологий, приводящих к исправлению мутаций в мито-
хондриальных геномах, было бы более перспективным.

Митохондриально-заместительная терапия

Пожалуй, самым эффективным способом борьбы с мута-
циями в митохондриальном геноме является так называ-
емая митохондриально-заместительная терапия (MRT, от 
англ. Mitochondrial Replacement Therapy) [5]. Этот способ 
не может использоваться для лечения взрослого челове-
ка, однако дает возможность матери — носителю мута-
ции — родить здорового ребенка без мутаций в митохон-
дриальной ДНК. При проведении MRT производится пе-
ренос диплоидного ядра из оплодотворенной яйцеклетки 
в донорскую яйцеклетку, предоставленную здоровой жен-
щиной. Из донорской яйцеклетки предварительно удаляет-

ся ядро, но сохраняются все митохондрии. Таким образом, 
получившаяся яйцеклетка содержит ядро с генетическим 
материалом родителей и митохондрии с немутантной ДНК 
от «второй матери». После этого яйцеклетка вносится 
в организм матери, и начинается нормальное внутри-
утробное развитие. Эта технология в настоящее время уже 
разрешена для применения в клиниках экстракорпораль-
ного оплодотворения в Великобритании. Ожидается, что 
первый «ребенок от трех родителей» появится на свет до 
конца 2017 г., хотя некоторые страны, в которых подобные 
вопросы законодательно не регулируются, уже сообщили 
об успешном использовании MRT на практике и о рожде-
нии здоровых детей. Митохондриально-заместительная 
терапия является крайне удобным и технически неслож-
ным методом, однако ее применение вызывает массу эти-
ческих вопросов [6, 7]. Более того, в 2016 г. Управление 
по контролю продуктов и лекарственных средств США 
(FDA) начало процесс рассмотрения данной технологии 
с целью одобрения ее внедрения в практику, однако вско-
ре получило законодательный запрет на такое рассмотре-
ние [8] (именно по этическим соображениям). Таким об-
разом, повсеместное распространение MRT в настоящее 
время вызывает серьезные сомнения.

«Митохондриальные цинковые пальцы» и mitoTALEN

Также было создано несколько систем коррекции мута-
ций в митохондриальной ДНК на основе молекулярных 
технологий редактирования генома. Такие системы ас-
социированы с гораздо меньшим количеством этических 
проблем, чем технологии MRT. Была показана возмож-
ность сиквенс-специфического внесения двуцепочечных 
разрывов в мутантные молекулы митохондриальной ДНК 
при помощи эндонуклеаз рестрикции [9], эндонуклеаз 
типа «цинковые пальцы» [10] и системы TALEN [11]. Во 
всех этих случаях внесение разрывов сопровождалось 
значительным снижением уровня гетероплазмии митохон-
дриальной ДНК, что указывает на деградацию линеаризо-
ванных молекул. Более того, в случае использования систе-
мы mitoTALEN удалось достичь практически количествен-
ной селективной элиминации мутантной митохондриаль-
ной ДНК.
Эти подходы потенциально могли бы решить пробле-

му митохондриальных болезней человека. Тем не менее 
они также не лишены недостатков. При использовании 
эндонуклеаз рестрикции требуется, чтобы мутация в мито-
хондриальной ДНК приводила к формированию уникаль-
ного сайта рестрикции, а такому условию из всех извест-
ных на сегодня патогенных мутаций удовлетворяет лишь 
одна. Эндонуклеазы типа «цинковые пальцы» и система 
TALEN более универсальны, поскольку позволяют осу-
ществлять избирательное связывание и расщепление 
любых участков ДНК при помощи конструирования специ-
фических белковых последовательностей. Однако именно 
это и является их основным недостатком: для каждой му-
тации требуется отдельно проводить дизайн и биосинтез 
ДНК-связывающих белковых компонентов данных систем. 
Также нужно отметить, что даже если в случае некоторых 
конкретных мутаций подобные подходы оказались эффек-
тивными, это еще не значит, что их удастся с той же эффек-
тивностью использовать для остальных мутаций, посколь-
ку хорошо известно, что успешная работа как «цинковых 
пальцев», так и TALEN в значительной степени зависит 
от целевой последовательности ДНК. Помимо этого, 
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показано, что использование обеих технологий сопро-
вождается неспецифическими эффектами в отношении 
митохондриальной ДНК, что приводит к значительному 
уменьшению количества ее немутантных копий в клетке 
[10]. Наконец, использование как «цинковых пальцев», так 
и TALEN требует экспериментальной оптимизации ком-
понентов систем — подбора оптимальных белковых по-
следовательностей, что является достаточно трудоемкой, 
длительной и дорогостоящей процедурой.

Технология CRISPR/Cas9

Итак, можно утверждать, что на сегодняшний день отсут-
ствуют способы коррекции мутаций в митохондриальной 
ДНК, которые были бы одновременно эффективными, 
технически несложными, дешевыми и не вызывали бы эти-
ческих проблем. Однако всем этим критериям удовлетво-
ряет система CRISPR/Cas9.
По механизму своей работы она напоминает систему 

TALEN и состоит из гидовых РНК CRISPR, связывающихся 
с целевыми участками ДНК по принципу комплементар-
ности, и эндонуклеазы Cas9, осуществляющей двуцепо-
чечный разрыв цепочки ДНК в месте связывания гидовых 
РНК. Данная система в живой природе существует у бак-
терий и используется ими для защиты от бактериофагов. 
В 2013 г. была впервые показана возможность исполь-
зования технологии CRISPR/Cas9 для избирательного 
разрезания ДНК человека в живой клетке [12]. Это стало 
толчком для взрывообразного развития генно-терапевти-
ческих приложений технологии. Так, в 2015 г. при помо-
щи технологии CRISPR/Cas9 была проведена коррекция 
мутаций в эмбрионах человека [13]. Также оказалось, что 
CRISPR/Cas9 может быть невероятно эффективной и в 
сельском хозяйстве: с помощью этой технологии уже по-
лучено множество новых сортов растений, некоторые из 
которых одобрены для сельскохозяйственного использо-
вания в отдельных странах [14]. В области редактирования 
геномов животных также достигнуты определенные успе-
хи (например, были созданы породы коров, устойчивых 
к туберкулезу [15], но к настоящему времени соответст-
вующие продукты еще не выведены на рынки.
Широчайшее распространение технологии CRISPR/

Cas9 объясняется в основном тем, что в качестве ком-
понентов системы, обеспечивающих ее целевое воздей-
ствие на геном, используются короткие РНК. Это делает 
применение технологии CRISPR/Cas9 гораздо более про-
стым и дешевым по сравнению с технологиями «цинковых 
пальцев» и TALEN, в случае которых требуется каждый 
раз проводить дизайн и синтез больших белковых моле-
кул. «Слабым местом» системы CRISPR/Cas9 является 
так называемый эффект off-target: зачастую разрезание 
геномной ДНК происходит не только в целевом участке, 
но и в нескольких других, близких по последовательности 
к целевому. Это практически никогда не приводит к допол-
нительному изменению фенотипа, однако недостаточно 
высокая специфичность технологии в любом случае явля-
ется серьезной проблемой, на решение которой направле-
ны усилия множества научных групп по всему миру.
В настоящее время несколько лабораторий занимают-

ся разработкой версии системы CRISPR/Cas9 для редак-
тирования митохондриальной ДНК. Такая система могла 
бы стать оптимальным способом борьбы с патогенными 
мутациями в митохондриальном геноме. Во-первых, ре-
дактирование эмбрионов человека посредством такой 

системы может решить проблему передачи митохондри-
альных мутаций по наследству. Во-вторых, с использо-
ванием систем адресной доставки в различные органы 
и ткани такая система может серьезно улучшить качество 
жизни взрослых людей, страдающих от митохондриаль-
ных заболеваний. Наконец, в-третьих, как уже отмечалось 
выше, такая система вызывает существенно меньше эти-
ческих вопросов, чем технология MRT. Однако на сегод-
няшний день общепризнанной технологии mitoCRISPR/
Cas9 не существует. Нужно отметить, что одна работа 
с описанием подобной системы все-таки имеется, однако 
достоверность ее результатов подвергается серьезному 
сомнению научным сообществом.

Как создать систему mitoCRISPR/Cas9?

Рассмотрим основные этапы, которые, по нашему мнению, 
необходимо пройти для создания митохондриальной вер-
сии системы CRISPR/Cas9 (рисунок). Мы не претендуем на 
абсолютную полноту и правильность данного списка, но 
отмечаем, что подобного систематического анализа в на-
учной литературе до сегодняшнего дня не имелось.

1. Направление нуклеазы Cas9 в митохондрии. В любой 
эукариотической клетке, в том числе и в клетке человека, 
функционирует прекрасно изученный аппарат импорта 
белков в митохондрии [16]. Большинство импортируемых 
белков содержит на N-концах специальные сигнальные 
последовательности длиной несколько десятков амино-
кислот, наличие которых обычно является необходимым 
и достаточным условием импорта. Добавление на N-ко-
нец неимпортируемого цитоплазматического белка такой 
сигнальной последовательности приводит к тому, что та-
кой гибридный белок начинает импортироваться в мито-
хондрии и обычно проявляет функциональную активность 
в органеллах; при этом сигнальная последовательность 
отщепляется митохондриальными протеазами. Никаких 
препятствий к осуществлению аналогичной процедуры 
с белком Cas9 нет. Более того, в научной литературе уже 
имеется описание версии Cas9, импортирующейся в ми-
тохондрии клеток человека [17]. Нужно отметить, что 
в случае митохондрий вполне может быть использован 
способ доставки Cas9, считающийся в настоящее время 
оптимальным, а именно: доставка мРНК Cas9 в клетку 
с ее последующей трансляцией цитоплазматическими 
рибосомами. Если доставляемая мРНК будет кодировать 
митохондриальную сигнальную последовательность, то 
синтезируемый белок будет направляться из цитопзазмы 
в митохондрии.

2. Импорт гидовых РНК CRISPR в митохондрии и их 
связывание с мутантными молекулами митохондриаль-
ной ДНК. Импорт РНК в митохондрии — процесс, также 
известный в живой природе [18]. Описаны нуклеотидные 
последовательности и структурные мотивы молекул РНК, 
опять-таки являющиеся необходимым и достаточным ус-
ловием их импорта в митохондрии клеток человека [19, 
20]. Помимо этого, показано, что химерные РНК, состо-
ящие из данных структурных мотивов и других последо-
вательностей, эффективно импортируются в митохондрии 
и даже связываются с митохондриальной ДНК по прин-
ципу комплементарности [21]. Более того, такое связы-
вание может происходить селективным образом только 
с мутантной ДНК, причем импортируемые РНК способны 
дискриминировать даже точечные мутации в митохон-
дриальном геноме, практически не связываясь при этом 
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с нормальными молекулами ДНК органелл [22]. Таким об-
разом, существует экспериментально показанная возмож-
ность транспорта РНК CRISPR (в составе химерных моле-
кул РНК) в митохондрии и их избирательного связывания 
с участками мутаций в митохондриальном геноме.

3. Предотвращение попадания компонентов системы 
CRISPR/Cas9 в ядро. Гидовые РНК CRISPR, предназначен-
ные для работы в митохондриях, теоретически могут ока-
заться в ядре после трансфекции клеток и даже связаться 
там с какими-либо участками генома. Однако это не долж-
но приводить к негативным последствиям, поскольку ми-
тохондриальная версия Cas9 в ядре оказаться не может: 
она не содержит в своем составе сигнальной последова-
тельности на импорт в ядро, без чего транспорт белков 
в ядро невозможен. Впрочем, контроль присутствия этих 
макромолекул в ядре при разработке митохондриальной 
версии системы CRISPR/Cas9 обязательно должен прово-
диться.

4. Разрезание мутантных молекул ДНК в митохондри-
ях. На первый взгляд, данный этап не должен вызывать 
сколько-нибудь серьезных проблем. Если все компоненты 
системы окажутся в органеллах, разрезание должно прои-
зойти с очень высокой вероятностью, подобно тому, как 
это происходит при работе системы CRISPR/Cas9 в ядре. 
Более того, такое разрезание уже показано в случае тех-
нологии mitoTALEN (см. выше). Однако не стоит забывать, 

что митохондриальная ДНК существует в виде достаточно 
плотно упакованного ДНК-белкового комплекса, называе-
мого нуклеоидом [23], причем плотность его упаковки, по 
некоторым данным, превышает таковую в случае ядерной 
ДНК. Соответственно, можно предположить, что это мо-
жет помешать разрезанию ДНК нуклеазой Cas9. Впрочем, 
это все же маловероятно, поскольку (1) система mitoTALEN 
не испытывает серьезных затруднений в аналогичной си-
туации и (2) плотная упаковка митохондриальной ДНК не 
препятствует связыванию с ней малых РНК (см. выше), 
а значит, не должна препятствовать и работе нуклеазы.

5. Преодоление эффекта off-target. Напомним, что дан-
ный эффект в основном вызывается связыванием гидовых 
РНК CRISPR с нецелевыми участками генома, схожими по 
последовательности с целевым участком. Вряд ли это воз-
можно в случае митохондриального генома человека, ко-
торый имеет всего 16,5 тыс. пар нуклеотидов в длину. При 
использовании гидовых РНК стандартного размера (около 
20 нуклеотидов) нецелевое связывание должно происхо-
дить с гораздо меньшей частотой, чем при манипуляциях 
с ядерным геномом, и даже если часть немутантных моле-
кул митохондриальной ДНК окажется разрезанными и бу-
дут элиминированы, это не должно существенно сказать-
ся на функции клетки. Впрочем, эффект off-target должен 
тщательно контролироваться при разработке системы 
mitoCRISPR/Cas9.
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Внеклеточное 
пространство

Гидовая РНК CRISPR РНК Cas9
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Cas9
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Cas9

Сигнальная последовательность 
импорта в митохондрии

Деградация молекулы ДНК
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6. Элиминация линеаризованных мутантных молекул 
митохондриальной ДНК. На данном финальном этапе ра-
боты гипотетической системы mitoCRISPR/Cas9, казалось 
бы, также не должно возникать серьезных затруднений, 
тем более что подобная элиминация была продемонстри-
рована при работе системы mitoTALEN (см. выше). Более 
того, при направленном внесении в митохондриальную 
ДНК двуцепочечных разрывов факта их репарации обна-
ружено не было; вместо этого происходила именно элими-
нация линеаризованной ДНК [24]. Теоретически в случае 
образования в молекуле митохондриальной ДНК двуце-
почечного разрыва может также происходить рекомбина-
ция с участием неразрезанных молекул. Однако прямого 
доказательства существования процессов рекомбинации 
в митохондриях клеток человека до сих пор не имеется. Тем 
не менее не стоит забывать о такой возможности. После 
воздействия нуклеазы Cas9 гидовые РНК CRISPR должны 
некоторое время оставаться связанными с участками ДНК 

в непосредственной близости от разрыва. Это может при-
водить к временной стабилизации линеаризованной ДНК 
и, как следствие, к увеличению вероятности рекомбина-
ционной репарации разрыва. Теоретически возможно, что 
для эффективной работы системы mitoCRISPR/Cas9 необ-
ходимо будет временно ингибировать системы рекомбина-
ции и репарации в органеллах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Опираясь на текущий уровень знаний о молекулярной био-
логии митохондрий и уровень развития технологии CRISPR/
Cas9, можно заключить, что непреодолимых препятствий 
на пути к созданию митохондриальной версии этой техно-
логии нет. Мы надеемся, что система mitoCRISPR/Cas9 бу-
дет создана в недалеком будущем и по праву займет лиди-
рующее место в ряду современных подходов к супрессии 
мутаций в митохондриальной ДНК.
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