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Несмотря на значительный прогресс последних лет в редактировании ядерной 

ДНК, возможность направленного изменения нуклеотидной последовательности мито-
хондриальной ДНК (мтДНК) млекопитающих до сих пор не реализована. Однако соз-
дание системы редактирования мтДНК позволило бы решить ряд задач, как фундамен-
тальных, так и прикладных. В частности открыты вопросы подходов к генной терапии 
заболеваний митохондриальной этиологии, вопросы динамики митохондриальных нук-
леоидов, вопросы функционирования определенных элементов в геноме митохондрий. 
До настоящего времени единственным подходом к устранению мутаций мтДНК в кле-
точных линиях человека является использование сайт-специфических нуклеаз: направ-
ляемые в митохондрии клеток человека эндонуклеазы рестрикции, TAL-эффекторные 
нуклеазы и нуклеазы типа “цинковые пальцы”. Перечисленные подходы базируются на 
использовании принципа узнавания белковой молекулой специфической нуклеотидной 
последовательности мтДНК, внесения в нее двухцепочечного разрыва и последующей 
элиминацией.  Технологии, основанные на системах CRISPR кажутся более гибкими и 
перспективными, поскольку используют РНК для узнавания ДНК по принципу Уотсо-
на-Крика. Ограничением повсеместного использования таких систем в отношении 
мтДНК является их двухкомпонентная природа: РНК-направляемая ДНК-нуклеаза и 
направляющая молекула РНК. Успешная доставка РНК в митохондрии во многом оста-
ется под вопросом, хотя существуют доказательства такого импорта. Для запуска репа-
рации по типу гомологичной рекомбинации дополнительно требуется доставка ДНК 
матрицы (1).  

Мы добились эффективного импорта нуклеаз SpCas9 и AsCpf1 в митохондрии пу-
тем добавления к их генам последовательности для импорта белков в митохондрию с 
5’-конца и последовательности для импорта мРНК к поверхности митохондрий с 3’-
конца. Первые эксперименты были проведены с плазмидными векторами (2), затем по-
лучены стабильные линии Phoenix, экспрессирующие нуклеазы из ядра. Внутриклеточ-
ная локализация нуклеаз была подтверждена методами иммуноцитохимии и белкового 
блоттинга. Модифицированные варианты нуклеаз были названы MitoCas9 и MitoAsCpf1. 
Модификация направляющих РНК осуществлялась путем добавления к их последова-
тельности детерминант импорта РНК в митохондрии. Внутри-митохондриальная локали-
зация направляющих РНК была оценена методом цифровой капельной ПЦР с обратной 
транскрипцией, а также нозерн-блота. Для точной оценки количества копий мтДНК до 
и после воздействия на клетки РНК-направляемыми ДНК-нуклеазами также использо-
валась цифровая капельная ПЦР, специально адаптированная для подобных задач (3). 
Трансфекция клеточной линии, стабильно экспрессирующей MitoCas9, модифициро-
ванной направляющей РНК привела к статистически значимому уменьшению количе-
ства копий мтДНК (4). 

Тем не менее, иной подход нам кажется более продуктивным - это доставка в ми-
тохондрии фрагмента двухцепочечной ДНК, который будет кодировать как направ-
ляющую РНК для нуклеаз SpCas9 или AsCpf1, так и ДНК-матрицу для обеспечения ре-
парации по пути гомологичной рекомбинации. Доставка такой ДНК в митохондрии 
могла бы быть обеспечена с помощью рекомбинантного белка, состоящего из детерми-
нанты импорта белка в митохондрии, слитой с TAL-эффектором, специфично узнаю-
щим выбранную нуклеотидную последовательность на молекуле ДНК. Такой подход 
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является абсолютно новым и представляется реализуемым в свете накопленного нами 
опыта по доставке макромолекул внутрь митохондрий. 

Работа поддержана грантом РНФ 17-75-20015. 
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