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Аннотация 
Введение. Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) продолжают оставаться основной причиной смертности во всем мир. Разработка но-
вых терапевтических подходов, позволяющих более точно воздействовать на молекулярные механизмы ССЗ, крайне важна. Недавние про-
рывы в области генной инженерии, такие как технология CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats / CRISPR asso-
ciated protein 9) и связанные с ней генномодулирующие ферменты, открывают беспрецедентные возможности для создания новых методов 
лечения. Эти технологии позволяют не только редактировать геном, но и непосредственно устранять первопричины ССЗ.  
Цель. Провести анализ литературы, посвященной применению CRISPR-Cas9 в терапии ССЗ. 
Материалы и методы. Авторами был проведен поиск публикаций в электронных базах данных PubMed и Elibrary. Оценка статей 
проводилась в соответствии с рекомендациями PRISMA. После процедуры отбора в обзор были включены 72 статьи. 
Результаты. В статье обсуждаются различные аспекты применения CRISPR для коррекции генетических мутаций, способствующих 
развитию кардиопатий, а также перспективы этой технологии в контексте генной терапии. Статья акцентирует внимание на возможно-
стях, которые открывает CRISPR-терапия для улучшения эффективности лечения ССЗ, а также подчеркивает необходимость дальней-
ших исследований для решения вопросов безопасности, доставки и долговременной эффективности. Результаты анализа дают надежду 
на создание инновационных подходов к борьбе с кардиологическими недугами, что может значительно улучшить качество жизни па-
циентов и снизить уровень заболеваемости. 
Заключение. На сегодняшний день быстро развивающийся инструментарий CRISPR успешно внедряется в клиническую практику 
благодаря множеству обнадеживающих успехов, достигнутых в лабораториях фундаментальных исследований и в ходе доклинических 
испытаний. Эти достижения дают надежду на то, что сложные и долгосрочные проблемы ССЗ смогут быть решены с помощью иннова-
ционных подходов, основанных на редактировании генома, что создает новую эру в медицине.  
Ключевые слова: CRISPR-Cas9, сердечно-сосудистые заболевания, кардиология, генетическое редактирование, генетическая моди-
фикация, генная терапия. 
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Abstract 
Introduction. Cardiovascular diseases (CVD) continue to be the leading cause of death worldwide. The development of new therapeutic ap-
proaches that can more accurately affect the molecular mechanisms of CVD is extremely important. Recent breakthroughs in the field of genetic 
engineering, such as CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) technology and related 
gene-modulating enzymes, open unprecedented opportunities for the creation of new therapies. These technologies make it possible not only to 
edit the genome, but also to directly eliminate the root causes of CVD.  
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Введение 
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) продолжают 

оставаться основной причиной смертности во всем 
мире, по оценкам Всемирной организации здравоохра-
нения от них погибает около 17,9 млн человек ежегодно 
[1]. В Российской Федерации ССЗ занимают первое ме-
сто среди причин смертности, экономический ущерб, 
причиненный ими в 2016 г., составил 2,7 трлн рублей 
(3,2% ВВП) [2]. Высокий уровень смертности остается 
стабильным на протяжении десятилетий, несмотря на 
значительные усилия, направленные на разработку и 
внедрение различных методов лечения [3]. В настоя-
щее время кардиологи в основном полагаются на ме-
тоды, которые улучшают симптомы или воздействуют 
на молекулярные пути, связанные с заболеванием, но 
часто с низкой специфичностью и точностью [4]. Хотя 
эти подходы имеют определенную ценность, они зача-
стую не устраняют основную молекулярную или гене-
тическую патологию, приводящую к развитию ССЗ. 
Разработка новых терапевтических подходов, позво-

ляющих более точно воздействовать на молекулярные 
механизмы ССЗ, крайне важна. Недавние прорывы в 
области генной инженерии, такие как технология 
CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Palin-
dromic Repeats / CRISPR associated protein 9) и связан-
ные с ней генномодулирующие ферменты, открывают 
беспрецедентные возможности для создания новых ме-
тодов лечения [5]. Эти технологии позволяют не только 
редактировать геном, но и непосредственно устранять 
первопричины ССЗ.  
Например, CRISPR может быть использован для кор-

рекции мутаций, ответственных за наследственные 
формы заболеваний, таких как семейная гиперхолесте-
ринемия или некоторые виды кардиомиопатий. Путем 
целенаправленного редактирования генетических му-
таций можно значительно улучшить прогноз для паци-
ентов и существенно снизить риск сердечно-сосудистых 
катастроф [6]. 
Кроме того, использование CRISPR может расширить 

горизонты для создания новых терапевтических подхо-
дов, которые не только направлены на лечение суще-
ствующих патологий, но и на профилактику. Генетиче-
ская модификация, направленная на повышение устой-

чивости к факторам риска, может снизить заболевае-
мость и смертность от ССЗ на глобальном уровне [7]. 
Тем не менее необходимо учитывать и этические 

аспекты, связанные с редактированием генов, особенно 
в контексте лечения CCЗ. Необходимы строгие регуля-
ции и тщательное обоснование целесообразности при-
менения методов генной инженерии в клинической 
практике, чтобы избежать потенциальных негативных 
последствий и обеспечить безопасность пациентов [8].  
Таким образом, внедрение прорывных технологий, 

таких как CRISPR-Cas9, в кардиологическую практику 
может привести к созданию более эффективных и целе-
направленных подходов к лечению ССЗ, что, в свою 
очередь, может значительно снизить уровень смертно-
сти и улучшить качество жизни миллионов людей по 
всему миру. 
Цель обзора – провести анализ литературы, посвя-

щенной применению CRISPR-Cas9 в терапии ССЗ.  
 

Материалы и методы 
Авторами был проведен поиск публикаций в элек-

тронных базах данных PubMed и Elibrary. Оценка ста-
тей проводилась в соответствии с рекомендациями 
PRISMA. Алгоритм отбора исследований представлен 
на рисунке.  
В результате поиска были извлечены 2153 публика-

ции. Поисковые запросы включали следующие ключе-
вые слова и их сочетания: CRISPR-Cas9; сердечно-сосу-
дистые заболевания; кардиология; генетическое редак-
тирование; генетическая модификация; генная тера-
пия; cardiovascular diseases; cardiology; genetic editing; 
genetic modification; gene therapy. Временной интервал 
поиска: с момента основания соответствующей базы 
данных по октябрь 2024 г. Независимо друг от друга все 
авторы проводили скрининг названий и аннотаций вы-
явленных статей, при обнаружении релевантных иссле-
дований извлекался полный текст соответствующей 
статьи. Дубликаты и неполнотекстовые версии статей 
были исключены.  
Полнотекстовые версии статей оценивались на пред-

мет соответствия следующим критериям включения:  
• работа опубликована на английском или русском 
языках;  

Aim. To analyze the literature on the use of CRISPR-Cas9 in CVD therapy. 
Materials and methods. The authors conducted a search for publications in the electronic databases PubMed and Elibrary. The evaluation of 
the articles was carried out in accordance with the recommendations of PRISMA. After the selection procedure, 72 articles were included in the 
review. 
Results. The article discusses various aspects of the use of CRISPR for the correction of genetic mutations that contribute to the development of 
cardiopathies, as well as the prospects of this technology in the context of gene therapy. The article focuses on the possibilities that CRISPR ther-
apy opens up to improve the effectiveness of CVD treatment, and also emphasizes the need for further research to address issues of safety, delivery 
and long-term effectiveness. The results of the analysis give hope for the creation of innovative approaches to the fight against cardiac ailments, 
which can significantly improve the quality of life of patients and reduce the incidence rate. 
Conclusion. To date, the rapidly developing CRISPR toolkit has been successfully implemented into clinical practice due to the many encour-
aging successes achieved in basic research laboratories and in preclinical trials. These achievements give hope that the complex and long-term 
problems of CVD can be solved with the help of innovative approaches based on genome editing, which creates a new era in medicine. 
Keywords: CRISPR-Cas9, cardiovascular diseases, cardiology, genetic editing, genetic modification, gene therapy. 
For citation: Gretseva T.A., Enikeyev D.A., Shaidullina E.A., Djanbekova L.M., Karpelevich V.S., Kuzhina A.R., Magomedova A.I., Valeev I.R., 
Gimranova G.S., Sayarova L.M., Klavdieva N.A., Ataeva A.A., Salimova N.Yu., Menyasheva D.R., Berdiev B.M. Genetic modifications in cardiolo-
gy: the role of CRISPR-Cas9 in the treatment of cardiovascular diseases. Clinical review for general practice. 2025; 6 (1): 29–40 (In Russ.). DOI: 
10.47407/kr2024.6.1.00547 
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• работа опубликована в рецензируемом научном из-
дании;  

• работа представляет собой обзор литературы, экспе-
риментальное или клиническое исследование и 
описывает применение технологий CRISPR-Cas9 в 
контексте кардиологии.  

После процедуры отбора в обзор были включены 72 
статьи. 

 
Результаты и обсуждение 
Технологии CRISPR-Cas9 и их применение 
Редактирование нуклеазой CRISPR-Cas9. При тради-

ционном редактировании генома с использованием 
технологии CRISPR-Cas9 применяется рибонуклеопро-
теиновый комплекс (RNP), состоящий из программи-
руемой молекулы РНК и эндонуклеазы Cas9, выделен-
ной из Streptococcus pyogenes (SpCas9), далее именуе-
мой просто Cas9. Важно отметить, что природные ана-
логи Cas9, обнаруженные у других видов бактерий, 
также могут быть использованы для редактирования 
генома на основе CRISPR и обладают рядом уникаль-
ных характеристик, таких как вариабельность разме-
ров, эндонуклеазная активность и программируемость. 
Эти особенности были успешно внедрены в стратегии 
редактирования генома, направленные на сердечно-со-
судистую систему [9–11]. Тем не менее на сегодняшний 
день Cas9 из Streptococcus pyogenes остается наиболее 
широко используемой эндонуклеазой для технологий 
редактирования генома. Подробные описания разнооб-
разия и сложности других РНК-управляемых эндонук-
леаз, встречающихся в природе, представлены в работе 
A. Cebrian-Serrano и соавт. [12]. 
Для внесения изменений в геном комплекс Cas9 RNP 

направляется в определенную область генома человека 
с помощью направляющей РНК (sgRNA), специально 
разработанной для распознавания конкретной после-
довательности с использованием спаривания основа-
ний по принципу Уотсона–Крика [13]. После связыва-
ния sgRNA с целевой последовательностью наличие 
протоспейсерной области (PAM) инициирует действие 
Cas9, который генерирует разрыв двухцепочечной ДНК 

(DSB, double-strand break) на три нуклеотида выше 
PAM, используя свои каталитические домены RuvC и 
HNH [14]. Впоследствии активируются пути репарации 
DSB, которые включают негомологичное соединение 
концов (NHEJ, non-homologous end joining) и гомоло-
гичную рекомбинацию (HR, homologous recombination). 
Каждый из этих механизмов приводит к различным ре-
зультатам в зависимости от условий и характеристик 
окружения. 
Чаще всего DSB, опосредованные Cas9, восстанавли-

ваются с использованием предрасположенного к ошиб-
кам механизма NHEJ, что приводит к вставкам и/или 
удалениям (indels) в месте DSB [15]. Эти изменения мо-
гут активировать пути нонсенс-опосредованного рас-
пада мРНК (NMD, nonsense-mediated mRNA decay), ко-
торые снижают уровни целевой мРНК и белка или из-
меняют аминокислотный состав самой мРНК, что при-
водит к образованию дисфункциональных или гипо-
функциональных белков [16, 17].  
В лабораторных условиях индуцированные с помо-

щью Cas9 indels могут служить мощным инструментом 
для исследования функций генов-мишеней. Однако в 
качестве терапевтической стратегии они имеют значи-
тельные ограничения, связанные с неточностью редак-
тирования и потенциальной генотоксичностью. Неце-
левое редактирование генома может привести к неожи-
данным изменениям, таким как крупные делеции, 
вставки, хромосомные перестройки или даже потеря 
целых хромосом, что, в частности, повышает риск раз-
вития рака [18].  
Кроме того, традиционное редактирование генома с 

помощью CRISPR-Cas9 может нарушать функции пато-
логических генов и аллелей, а также усиливать полез-
ные функции генов. Это особенно критично в контексте 
ССЗ, обусловленных механизмами гаплонедостаточно-
сти, когда уровень нормального белка, вырабатывае-
мого из немутировавшего аллеля, недостаточен для 
поддержания нормальной функции клеток и тканей. 
Например, в настоящее время считается, что как гипер-
трофическая кардиомиопатия (ГКМП), вызванная гете-
розиготными мутациями гена MYBPC3 (myosin-binding 
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protein C), так и дилатационная кардиомиопатия 
(ДКМП), вызванная гетерозиготными мутациями гена 
TTN, развиваются через механизмы гаплонедостаточ-
ности, что затрудняет их лечение традиционными под-
ходами CRISPR-Cas9 [19, 20]. 
Тем не менее, несмотря на ограниченную область 

применения, существуют клинические возможности 
для традиционной терапии с использованием CRISPR-
Cas9, нацеленной на борьбу с ССЗ. В недавнем клиниче-
ском исследовании CRISPR-Cas9 использовался для 
разрушения транстиретина (кодируемого геном TTR – 
transthyretin) у пациентов с транстиретиновым амилои-
дозом сердца. Это заболевание вызвано наследствен-
ными мутациями в более чем 100 вариантах TTR, что 
ведет к неправильному сворачиванию и агрегации бел-
ков в интерстициальной ткани сердца, и может посте-
пенно приводить к дисфункции сердца и возможной 
смерти пациентов [21–23]. Исследование показало, что 
использование CRISPR-Cas9 для генерации показате-
лей потери функции в TTR позволяет снизить уровень 
циркулирующего транстиретина на 87% по сравнению с 
уровнем до начала терапии, и это было связано с улуч-
шением симптомов у пациентов [21]. 
Кроме того, помимо создания изменений, приводя-

щих к потере функции, Cas9 можно использовать и для 
восстановления поврежденных рамок считывания, на-
рушенных патогенными indels. Например, мутации, 
вызывающие сдвиг рамки в гене титина (TTN, Titin), яв-
ляются одной из основных причин ДКМП, для лечения 
которой на данный момент не существует эффективных 
методов, направленных на устранение основного гене-
тического повреждения. В одном из недавних in vitro 
исследований использовали Cas9 и аллель-специфич-
ную sgRNA для внедрения коррекции в рамку считыва-
ния TTN [24]. Эта модификация не только восстанавли-
вает обратную гаплонедостаточность, но и снижает уро-
вень пептида титина, что также может способствовать 
прогрессированию ДКМП [24].  
В дополнение к механизму NHEJ, DSB также могут 

быть восстановлены с помощью HR, которая в первую 
очередь активна в пролиферирующих клетках. При 
введении ДНК-матрицы, содержащей гомологичные 
участки ДНК, расположенные по обе стороны от сайта 
DSB и вдоль боковых РНК Cas9, может происходить 
точная репарация ДНК. Теоретически процессы HR мо-
гут быть использованы для коррекции многих одиноч-
ных нуклеотидных мутаций и небольших отклонений 
in vivo. Однако низкие показатели эффективности и 
конкуренция со стороны доминирующего механизма 
NHEJ могут препятствовать применению этой терапев-
тической стратегии для лечения ССЗ. Это, вероятно, 
связано с тем, что кардиомиоциты взрослых обладают 
очень ограниченной способностью к делению и, как 
предполагается, преимущественно используют нерегу-
лярный механизм репарации, что может повышать 
риск генотоксичности или цитотоксичности [25]. 
На сегодняшний день разработано множество вариа-

ций оригинальной эндонуклеазы Cas9, каждая из кото-

рых обладает уникальными свойствами, расширяю-
щими возможности редактирования генома. Напри-
мер, благодаря достижениям белковой инженерии был 
разработан вариант Cas9 с нарушенной эндонуклеаз-
ной активностью, известный как нуклеазно-деактиви-
рованный Cas9 (dCas9). Этот вариант связывает ДНК, 
но не разрезает ее. Кроме того, был разработан никели-
рованный Cas9 (nCas9), который генерирует одноцепо-
чечные разрывы или зазубрины [26, 27]. Эти модифи-
цированные формы Cas9 увеличивают возможности и 
безопасность редактирования генома и часто исполь-
зуются в различных новых инструментах редактирова-
ния генома [28–30].  
Более того, другие модификации Cas9 улучшили рас-

познавание последовательностей PAM, расширив целе-
вые возможности для CRISPR-Cas9-терапии и позволив 
редактировать участки, где отсутствуют обычные 
последовательности NGG PAM [32, 32]. Важно отме-
тить, что эта гибкость PAM также была применена к 
dCas9 благодаря новым конструкциям, которые спо-
собны распознавать различные последовательности 
PAM и демонстрируют высокую эффективность в клет-
ках млекопитающих [33].  
Таким образом, разнообразная коллекция вариантов 

Cas9 создала набор передовых технологий на основе 
CRISPR, которые выводят CRISPR-терапию за пределы 
стандартного редактирования с помощью CRISPR-Cas9 
и открывают новые возможности для лечения множе-
ства заболеваний. 

 
Редактирование оснований 
Редактирование оснований (РО) было впервые опи-

сано в 2016 г. как инструмент CRISPR, позволяющий 
точно редактировать отдельные нуклеотиды без обра-
зования DSB [29]. Вместо использования шаблона для 
восстановления системы РО применяют ферменты де-
заминазы, соединенные с nCas9 RNP, чтобы напрямую 
изменять нуклеозиды путем удаления аминогруппы и 
стимулирования замены целевых пар оснований. В от-
личие от традиционного редактирования с использова-
нием CRISPR-Cas9, системы РО обладают значитель-
ным потенциалом для лечения генетических мутаций, 
вызывающих заболевания, посредством механизмов 
доминантно-негативной реакции, гаплонедостаточно-
сти и потери функции. 
Существует два основных класса РО: редакторы цито-

зиновых оснований (CBE, cytosine base editor) и редак-
торы адениновых оснований (ABE, adenine base editor). 
CBE модифицируют цитозины (C) в урацилы (U), тогда 
как ABE модифицируют аденины (A) в инозины (I) [29, 
34]. После спаривания или репликации ДНК промежу-
точные базы U и I преобразуются в тимин (T) и гуанин 
(G) соответственно, что завершает переход от C/G к T/A 
для CBE и от A/T к G/C для ABE.  
Кроме того, CBE II поколения дополнительно исполь-

зуют домен ингибитора урацилгликозилазы (UGI), ко-
торый тандемно соединен с nCas9, чтобы предотвра-
тить нежелательное восстановление правок C к T. Пока-
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зано, что эта модификация увеличивает среднюю эф-
фективность редактирования в три раза [29].  
РО предлагает уникальные возможности для редак-

тирования генома, отличающиеся от традиционных 
RNP Cas9. Это создает перспективы для применения 
различных стратегий редактирования. Например,  
ABE-max – это новейшая версия ABE, который обладает 
узким окном редактирования, охватывающим позиции 
протоспейсера с 4 по 7. Это позволяет целенаправленно 
дезаминировать аденины, что особенно важно в слу-
чаях, когда другие аденины находятся поблизости от 
области протоспейсера [35]. Недавно также было про-
должено направление исследования, касающееся эво-
люции дезаминаз с использованием фагов. Эти дости-
жения подчеркивают гибкость и потенциал технологий 
РО для более точного и эффективного редактирования 
генома, что может открыть новые горизонты в коррек-
ции генетических мутаций и разработке методов лече-
ния ССЗ. 
Однонуклеотидный полиморфизм (SNV, Single Nu-

cleotide Variant) играет важную роль в патогенезе ССЗ, 
что делает РО привлекательной стратегией для их лече-
ния [36]. В частности, аминокислотные замены в бел-
ках саркомеров часто приводят к мышечной дисфунк-
ции и заболеваниям сердца. Например, мутация R403Q 
в β-миозине (MYH7) является известной причиной 
ГКМП, так как патогенный вариант заменяет остаток G 
на A, изменяя кодон 403 [37]. Несколько исследований 
продемонстрировали способность ABE точно корректи-
ровать патогенный A обратно на G в мышиных моделях 
R403Q, что предотвращает возникновение ГКМП [38, 
39]. Хотя остается неясным, может ли эта стратегия об-
ратить вспять уже существующие изменения кардио-
миоцитов, возникающие при ГКМП, данные концепту-
альные исследования подтверждают эффективность РО 
как профилактического средства для лечения ССЗ, об-
условленных аминокислотными заменами, при этом 
риск генотоксичности снижается благодаря минималь-
ному образованию DSB и indel. 
Хотя SNV могут приводить к аминокислотным заме-

нам, они также могут вызывать другие виды мутаций, 
такие как преждевременные стоп-кодоны (PTC, prema-
ture stopcodons). Известно, что многие PTC, часто встре-
чающиеся в генах, связанных с саркомерами, повреж-
дают сердце и другие ткани, что способствует развитию 
ССЗ. Например, варианты усечения в гене MYBPC3, вы-
зывающие ГКМП, могут привести к гаплонедостаточ-
ности MYBPC3 в кардиомиоцитах [40]. В недавнем ис-
следовании сообщалось о разработке системы редакти-
рования, способной воздействовать на вариант MYBPC3 
PTC и предотвращать развитие ГКМП на мышиных мо-
делях [40].  

SNV могут также приводить к пропуску экзонов, явле-
нию, которое, по оценкам, является причиной 70% слу-
чаев мышечной дистрофии Дюшенна (МДД). Эта бо-
лезнь вызвана патогенными мутациями в гене DMD 
(Dystrophin) и характеризуется дисфункцией миоцитов, 
что в конечном итоге приводит к преждевременной 

смерти [41]. Для исправления рамки считывания мути-
рованного гена DMD была разработана система редак-
тирования Cas9, однако по причине неожиданных indel 
остаются опасения по поводу генотоксичности при ис-
пользовании этого метода. В последнее время техноло-
гии ABE применяются для преодоления этих ограниче-
ний, позволяя вернуть рамку считывания гена DMD и 
восстанавливая его экспрессию, при этом избегая обра-
зования DSB [42].  
Введение ABE внутривенно мышам с мутацией, вы-

зывающей пропуск экзонов в DMD, частично восстано-
вило уровень дистрофина в сердце и скелетной мышце. 
Это сопровождалось значительными улучшениями 
функционирования мышц, которые сохранялись как 
минимум в течение 10 мес после введения, что допол-
нительно подтверждает эффективность стратегий РО 
как терапевтических инструментов с потенциалом для 
постоянной коррекции ранее недоступных мутаций, 
вызывающих ССЗ [42]. 
Хотя методы редактирования оснований могут быть 

использованы для лечения генетических мутаций, при-
обретенные ССЗ также могут быть подвержены терапии 
с использованием геномного редактирования. Напри-
мер, была разработана система редактирования основа-
ний, нацеленная на патологические сигнальные пути, 
характерные для приобретенных форм ССЗ, таких как 
инфаркт миокарда. Центральным компонентом этих 
сигнальных путей и ключевым регулятором гомеостаза 
сердца является Ca2+/кальмодулин-зависимая протеин-
киназа IIδ (CaMKIIδ) [43]. Гиперактивация CaMKIIδ 
происходит за счет фосфорилирования двух соседних 
остатков метионина. Преобразование этих двух остат-
ков метионина в валины с использованием ABE in vivo 
ингибировало гиперактивацию и обеспечивало кардио-
протекцию на фоне ишемии–реперфузии [43]. Этот 
креативный подход к воздействию на сигнальный путь, 
связанный с ишемическим повреждением, демонстри-
рует потенциал инструментов на основе CRISPR для 
лечения приобретенных форм ССЗ. В будущем страте-
гии редактирования оснований, вероятно, будут адап-
тированы для нацеливания на сигнальные пути, уча-
ствующие в других распространенных формах ССЗ, свя-
занных с аналогичными факторами риска и клеточ-
ными сигнальными путями. 

 
Праймированное редактирование генома  
Ранние технологии РО ограничиваются заместитель-

ными изменениями пар оснований, которые возникают 
в результате дезаминирования, что составляет лишь 2 
из 12 возможных изменений в ДНК. Несмотря на недав-
нее расширение возможностей технологии РО, вклю-
чающее трансверсии C в G, по-прежнему остаются 
значительные ограничения в редактировании [44]. Од-
нако технологии праймированного редактирования ге-
нома (PE, Prime Editors) преодолевают эти ограниче-
ния, позволяя осуществлять все возможные замены пар 
оснований, а также вводить специфические вставки и 
удаления до примерно 44 и 80 пар оснований соответ-
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ственно [30]. Как и РО, PE работают без образования 
DSB. В данном случае nCas9 снова выступает в роли 
каркаса, соединяясь с доменом обратной транскрип-
тазы, что и обеспечивает характерную универсальность 
PE. Намеченная мутация закодирована в направляю-
щей PE РНК (pegRNA, prime editing guide RNA), с кото-
рой обратная транскриптаза считывает и синтезирует 
необходимое редактирование [30]. nCas9 помечает ме-
сто вставки путем создания надреза в одноцепочечной 
ДНК. Совместно координируя действия этих трех ком-
понентов, технологии PE могут производить сложные 
изменения с высокой специфичностью, сопоставимой с 
CRISPR-Cas HDR, но с безопасностью, характерной для 
РО, представляя собой значительное дополнение к ар-
сеналу CRISPR-Cas9. 
На сегодняшний день существует множество модер-

низированных версий оригинальной системы PE, каж-
дая из которых улучшает и расширяет возможности 
своих предшественников. Размер, последовательность 
PAM, окно редактирования и активность обратной 
транскриптазы были модифицированы для повыше-
ния эффективности, стабильности и экспрессии [45]. 
Тем не менее, несмотря на обширные улучшения, PE 
по-прежнему ограничены относительно низкой эффек-
тивностью по сравнению с технологиями РО, что сдер-
живает функциональность PE для лечения ССЗ [46]. 
Для иллюстрации этого факта PE были сопоставлены с 
РО в качестве методов коррекции патогенных мутаций 
в гене RBM20, вызывающих ДКМП, с использованием 
клеточных и животных моделей [46]. В то время как РО 
корректировали 66% мутаций in vivo с заметными улуч-
шениями в сердечно-сосудистой функции, терапия PE 
корректировала всего 40% мутаций в индуцированных 
плюрипотентных стволовых клетках человека (hiPSC, 
Human Induced Pluripotent Stem Cells) и впоследствии 
исследование не продолжалось in vivo [46].  
Кроме того, могут существовать тканеспецифические 

ограничения для технологий PE, поскольку недавно со-
общалось, что в сердце снижена возможность к редак-
тированию в пять раз по сравнению с печенью и мозгом 
[47]. В итоге, хотя технологии PE увеличивают разнооб-
разие типов редактирования, остаются ключевые 
ограничения, особенно в отношении эффективности 
редактирования генома сердца, которые необходимо 
преодолеть для ускорения внедрения PE в клиниче-
скую практику для терапии ССЗ.  

 
Регулирование экспрессии генов с помощью 
CRISPR 
Технологии CRISPR могут управлять функциями ге-

нома без непосредственного изменения его последова-
тельности. Например, dCas9, связанный с эпигенетиче-
скими эффектными доменами, способен обеспечивать 
селективное метилирование и деметилирование ДНК, 
ацетилирование и дезацетилирование гистонов, а 
также прямую активацию или подавление транскрип-
ции [48–51]. С помощью sgRNA можно рекрутировать 
эффекторные домены, что позволяет непосредственно 

активировать (CRISPRa) или ингибировать (CRISPRi) 
транскрипцию целевых генов. Эти технологии 
CRISPRa/i обладают потенциалом для коррекции дис-
функциональной регуляции генов, что является харак-
терным признаком многих ССЗ и основной причиной 
наследственных заболеваний, связанных с гаплонедо-
статочностью. 
Современные варианты CRISPRa/i предлагают широ-

кий диапазон возможностей для активации и подавле-
ния генов [52, 53]. Например, dCas9-VPR был разрабо-
тан для CRISPRa через слияние dCas9 с синтетическим 
трехсторонним активаторным доменом, включающим 
VP64, p65 и Rta. Это значительно увеличивает уровень 
активации генов в различных типах клеток, включая 
кардиомиоциты [52, 20]. В свою очередь, CRISPRi те-
перь использует домен KRAB (Krüppel-associated box) 
для рекрутирования комплекса, формирующего гетеро-
хроматин, что приводит к надежному подавлению ге-
нов через модификацию гистонов [53].  
Благодаря этим улучшениям технологии CRISPRa/i 

открывают новые возможности для динамической на-
стройки экспрессии генов, что значительно расширяет 
их потенциал в качестве терапевтического инстру-
мента. 
По сравнению с традиционными трансгенными под-

ходами, CRISPRa обладает рядом уникальных преиму-
ществ. Например, избыточная экспрессия трансгенов 
может быть ограничена из-за размера векторов до-
ставки, таких как аденоассоциированные вирусы (AAV, 
Adeno-associated dependoparvovirus A), которые не мо-
гут переносить большие гены [54]. В то же время было 
показано, что CRISPR эффективно работает с очень 
крупными генами [20]. Кроме того, активируя эндоген-
ные локусы, CRISPR позволяет лучше сохранять физио-
логическую регуляцию экспрессии генов, избегая ток-
сичных уровней сверхэкспрессии и нарушения регуля-
торных путей, контролируемых нетранслируемыми 
участками. Напротив, трансгенные конструкции, до-
ставляемые с помощью AAV, которые могут содержать 
множество копий генов на клетку, обходят эти 
ограничения и часто используют неродные регулятор-
ные последовательности, что может увеличивать ток-
сичность. 
Однако, как и стратегии замены генов, CRISPRa/i мо-

жет столкнуться с ограничениями, связанными с не-
обходимостью поддерживать постоянную экспрессию 
для обеспечения терапевтической эффективности. Это 
может привести к токсичности из-за иммунного ответа 
при повторных введениях или даже к нецелевым эф-
фектам. 
Что касается клинического применения, то было про-

демонстрировано, что CRISPR способен устранять по-
следствия мутаций, ассоциированных с ССЗ, действуя 
через механизмы гаплонедостаточности. Например, 
преждевременные усекающие мутации в гене TTN 
(Titin) являются одной из самых частых причин ДКМП, 
и, учитывая огромный размер гена TTN, он вряд ли 
подходит для современных стратегий замены генов. 
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Недавно была исследована активация транскрипции 
TTN с помощью конструкции dCas9-VPR на моделях 
кардиомиоцитов, полученных из hiPSC, имеющих пато-
генную мутацию в гене TTN [20]. Вектор RNP, содержа-
щий dCas9-VPR, способен повышать уровень белка 
TTN, несмотря на его большой размер, за счет запро-
граммированного связывания как с промотором, так и с 
энхансерными элементами [20]. Исследования пока-
зали, что активация TTN устраняет сократительную 
дисфункцию и недостаточность саркомеров [20]. Эти 
результаты подтверждают гаплонедостаточность как 
важный механизм, способствующий развитию ДКМП, 
связанной с мутациями усечения TTN, и поддерживают 
использование CRISPRa как потенциального средства 
лечения распространенной формы сердечной недоста-
точности [20]. 

CRISPRa в кардиомиоцитах также демонстрирует 
свою эффективность in vivo, обеспечивая физиологиче-
ски значимую активацию генов. Недавнее исследова-
ние показало трехкратное увеличение уровня белка 
MEF2D в сердце взрослых мышей с использованием 
dCas9-VPR, а также трехкратную активацию гена Klf15 
[55]. Аналогичная активирующая система на основе 
dCas9 была применена in vivo для терапевтической ре-
гуляции дистрофина – белка, уровень которого обычно 
снижен при сердечной недостаточности [56]. Увеличе-
ние уровня дистрофина с помощью CRISPR значи-
тельно уменьшило смертность и предрасположенность 
к аритмиям в мышиной модели сердечной недостаточ-
ности с аортальным стенозом [56]. Эти исследования 
подтверждают способность CRISPRa точно активиро-
вать экспрессию целевых генов в сердце без явной ток-
сичности и рекомендуют данный подход для дальней-
шего развития и совершенствования в лечении ССЗ, 
особенно в случаях, когда генные мутации вызывают 
патологию через механизмы гаплонедостаточности. 

 
Развитие технологий, основанных на CRISPR 
Редактирование генома в широких масштабах. Не-

стабильность генома может привести к крупным мута-
циям в масштабе килобазы, которые стимулируют раз-
витие ССЗ [57]. Современные инструменты CRISPR, 
описанные выше, не могут надежно корректировать та-
кие крупные генетические изменения безопасным и 
контролируемым образом, они способны вносить лишь 
относительно небольшие изменения в ДНК (~80 нук-
леотидов для PE) [58]. Таким образом, существует не-
удовлетворенная потребность в технологии редактиро-
вания генома, которая позволяет безопасно и точно ма-
нипулировать большими последовательностями ДНК. 
Одним из решений является недавно разработанная си-
стема twin prime editing (twinPE), модификация тради-
ционной технологии PE для облегчения интеграции 
последовательностей ДНК в масштабе гена, а также ин-
версии больших последовательностей [58]. Используя 
второй комплекс PEGRNA-nCas9, twinPE фиксирует 
область генома и синтезирует два комплементарных 
фрагмента ДНК de novo, которые гибридизуются, 

чтобы полностью заменить эндогенную последова-
тельность, расположенную по бокам, после репара-
ции [58]. Сайт-специфичные интегразы, такие как 
Bxb1, в сочетании с этим методом позволяют осу-
ществлять крупномасштабные вставки ДНК (5 т.п.н.) 
и инверсии (40 т.п.н.) в клетках человека в терапевти-
чески значимых локусах, которые могут быть выпол-
нены в неделящихся клетках, таких как кардиомио-
циты [58]. 
Для расширения возможностей интеграции экзоген-

ной ДНК, опосредованной CRISPR, была оптимизиро-
вана комбинация twinPE с интегразой Bxb1. Использо-
вание системы программируемого добавления с помо-
щью сайт-специфичных целевых элементов (PASTE, 
Programmable addition via site-specific targeting elements) 
позволяет значительно улучшить интеграцию ДНК-
груза, размер которого в шесть раз превышает тот, что 
доступен с помощью комбинации twinPE + Bxb1 [59]. 
Данное улучшение достигается за счет ковалентной 

связи фермента Bxb1 с комплексом, состоящим из Cas9 
и обратной транскриптазы. Эта связь обеспечивает бо-
лее эффективную интеграцию экзогенной ДНК в геном, 
позволяя достичь большей точности и стабильности в 
процессе редактирования. 
Оптимизированная версия этой конструкции, извест-

ная как PASTEv3, демонстрирует эффективность интег-
рации в диапазоне 10–20% in vitro при трансфекции 
матрицами размером от 1 до 36 тыс. нуклеотидов в ло-
кусах β-актина (ACTB) и ламина B1 (LMNB1) [59]. Это 
открывает новые горизонты для применений в генной 
терапии, позволяя интегрировать большие фрагменты 
ДНК и улучшая возможность лечения различных гене-
тических заболеваний. 

 
Стратегии доставки с использованием 
технологии CRISPR 
С момента открытия технологии CRISPR-Cas9 было 

предложено множество стратегий доставки, специ-
ально нацеленных на сердце. Тем не менее на сего-
дняшний день остаются значительные пробелы в на-
ших знаниях и возможностях в этой области. Исследо-
ватели продолжают искать идеальный вектор, который 
отвечал бы критериям безопасности и эффективности в 
качестве терапевтического средства для редактирова-
ния генома. 
В ходе этого поиска было разработано и протестиро-

вано множество различных стратегий доставки, на-
правленных как на сердце, так и на другие органы. Эти 
технологии могут включать вирусные векторы, такие 
как аденовирусы и аденозиновые вирусы, а также неви-
русные методы, включая липидные наноносители и по-
лимерные системы. Каждый подход имеет свои пре-
имущества и недостатки, и необходимые характери-
стики нескольких векторов остаются не до конца удов-
летворительными, что делает их менее эффективными 
для клинических приложений. 
При этом своей целью исследователи ставят устране-

ние сохраняющихся ограничений, таких как низкая 
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трансфекционная эффективность, необходимость раз-
работки специфичных для тканей методов доставки и 
избежание иммунного ответа на введенные векторы. 
Успешное преодоление этих барьеров может значи-
тельно продвинуть технологии редактирования генома 
к клиническому применению, особенно в кардиологии 
и других областях медицины. 
Аденоассоциированные вирусы. AAV в настоящее 

время считаются одним из наиболее перспективных 
методов доставки CRISPR-терапии в сердечную мышцу 
и сердечно-сосудистую систему. Потенциал AAV для 
лечения ССЗ был признан еще в 2009 г., когда была 
предпринята первая попытка использования внутрико-
ронарной инфузии AAV для доставки SERCA2a пациен-
там с сердечной недостаточностью [60]. 

AAV представляют собой небольшие вирусы (диамет-
ром 20–22 нм), не обладающие оболочкой и содержа-
щие примерно 4,7 тыс. пар оснований одноцепочечной 
ДНК. Они обладают множеством качеств, делающих их 
привлекательными кандидатами для генной терапии 
[54]. В частности, AAV не являются патогенными для 
человека и способны доставлять свое генетическое со-
держимое в ядро как обычных, так и специализирован-
ных клеток млекопитающих в виде стабильной эпи-
сомы [61]. 
Кроме того, AAV, используемые в клинических усло-

виях, подвергаются инженерной модификации, кото-
рая включает в себя мутации, повышающие безопас-
ность векторов. Эти модификации делают AAV неспо-
собными к репликации и значительно снижают риск 
потенциально опасной интеграции в геном хозяина 
[62]. Таким образом, AAV представляют собой много-
обещающий инструмент для эффективной и безопас-
ной доставки CRISPR-терапии, что открывает новые 
возможности для лечения различных ССЗ. 
Структурные вариации капсидных белков на поверх-

ности AAV играют ключевую роль в их тропности и эф-
фективности инфицирования различных типов клеток. 
Это позволяет клиницистам целенаправленно воздей-
ствовать на определенные органы с помощью AAV, 
даже при системном использовании. Направленная 
эволюция капсидных белков дополнительно повысила 
специфичность и эффективность доставки, например, 
создав капсид MyoAAV, который улучшает нацелива-
ние именно на сердце и скелетные мышцы [63]. 
Кроме того, кардиоспецифичные промоторы и регу-

ляторные элементы могут быть использованы для 
контроля точной экспрессии компонентов CRISPR, что 
позволяет минимизировать нежелательные эффекты. 
Однако утечка экспрессии остается областью беспокой-
ства для этих векторов, особенно в печени, где экспрес-
сия может приводить к непредсказуемым последствиям 
[64]. 
Основным недостатком AAV является его небольшой 

размер, примерно 4,7 Кбайт. При этом размер одного 
SpCas9 составляет около 4,1 Кбайт, что занимает около 
87% всего отведенного пространства в AAV. Это делает 
включение дополнительных белковых доменов, промо-

торов или sgRNA, необходимых для успешного редак-
тирования генома, чрезвычайно сложной задачей [65]. 
Таким образом, преодоление этого ограничения яв-
ляется важной задачей для дальнейшего развития AAV 
как платформы для доставки CRISPR-терапии. 
Двухвекторная система AAV. Чтобы преодолеть 

ограничения по размеру векторов, связанных с достав-
кой CRISPR-компонентов, можно использовать не-
сколько базовых плазмидных векторов (БПВ). Это ча-
сто достигается путем распределения функций: одной 
векторной системе назначается полная эндонуклеаза, а 
другой – sgRNA. Однако в некоторых случаях Cas-сли-
тые белки, такие как те, которые используются в РО, PE 
и CRISPRa/i, по-прежнему превышают допустимые 
пределы упаковки [66]. 
Чтобы решить эту проблему, часто применяется тех-

нология расщепления интеина. Эта технология позво-
ляет воссоздавать отдельные пептиды, полученные из 
различных вирусных частиц, в единый белок без обра-
зования «шрамов». Амино- и карбоксильные концевые 
фрагменты интеина генетически закодированы в соот-
ветствующих частях конструкций слитых белков Cas9. 
После тандемного инфицирования интеинпептиды 
способствуют транс-сплайсингу белка, соединяя свя-
занные пептиды с помощью пептидной связи, форми-
руя функциональный комплекс Cas9. Этот метод был 
успешно применен для коррекции патогенной мутации 
MYH7 R403Q у мышей, которая известна как вызываю-
щая ГКМП [38, 40, 43].  
Одновекторная система AAV. Несмотря на то что 

методы лечения, разработанные на основе двухвектор-
ных систем, демонстрируют свои преимущества в лабо-
раторных условиях, они имеют ряд ограничений. На-
пример, необходимость разделения конструкции на два 
AAV приводит к удвоению дозы вируса, необходимого 
для достижения сопоставимых уровней экспрессии ге-
нов. Это может вызвать дозозависимые иммунные ре-
акции. Кроме того, многовекторные подходы подвер-
жены неэффективному редактированию, что связано со 
снижением скорости клеточной трансдукции и не-
эффективной активностью рекомбинации интеина. 
В противовес этому, компактные эндонуклеазы поз-

воляют упаковать sgRNA и даже другие компоненты, 
такие как дезаминазы, в единый вектор, что позволяет 
избежать ограничения по размеру AAV. Такой подход 
гарантирует, что каждая клетка, получающая даже 
один вирус, содержит все необходимые компоненты 
для редактирования, что повышает эффективность по 
сравнению с двухвекторными системами. Например, 
недавно меньшая по размеру эндонуклеаза Cas9 из 
Staphylococcus aureus (SaCas9), упакованная в систему 
AAV с одним вектором, успешно восстановила уровни 
сердечного дистрофина до 48% от уровня дикого типа в 
мышиной модели мышечной дистрофии Дюшенна, 
улучшив мышечную функцию даже при создании всего 
8–12% от общего количества остаточных веществ [9]. 
Тем не менее многие альтернативные эндонуклеазы 

демонстрируют низкую активность у млекопитающих, 
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и продолжается активная работа по оптимизации этих 
альтернатив Cas9 для использования in vivo. Целью 
этой работы является внедрение преимуществ одновек-
торных систем AAV в клиническую практику, что пред-
ставляется многообещающим направлением в области 
генной терапии [67]. 
Липидные наночастицы. Липидные наночастицы 

(ЛНЧ) представляют собой альтернативу AAV в каче-
стве системы доставки CRISPR-терапии. Хотя AAV 
остаются ведущей системой доставки, существует ряд 
ограничений, таких как высокая стоимость, потенци-
альные проблемы безопасности, связанные с длитель-
ной экспрессией их содержимого, а также вопросы, ка-
сающиеся дозировки и иммуногенности. ЛНЧ предла-
гают ряд преимуществ как синтетические переносчики, 
поскольку они не подвержены ограничениям, наложен-
ным биологическими процессами, и могут быть разра-
ботаны для упаковки крупногабаритных молекул, что 
расширяет возможности редактирования генома с по-
мощью CRISPR. 
ЛНЧ могут быть использованы для транспортировки 

различных форм, таких как белки и мРНК, что позво-
ляет реализовать временную экспрессию in vivo и ми-
нимизировать токсичность, связанную с мутагенезом 
вне мишени или длительной экспрессией. Кроме того, 
ЛНЧ имеют меньшее иммуностимулирующее действие 
по сравнению с вирусами, что дает возможность вво-
дить их последовательно в соответствии с индивидуаль-
ными планами лечения [61]. 
Иммунологическая безопасность является критиче-

ски важным аспектом, поскольку недавнее применение 
AAV для лечения мышечной дистрофии Дюшенна при-
вело к смерти пациента, предположительно, из-за 
врожденных иммунных реакций на AAV вектор [62]. 
Этот инцидент подчеркивает необходимость разра-
ботки более безопасных и эффективных методов до-
ставки, таких как ЛНЧ, для минования связанных рис-
ков и улучшения результатов терапии. 
Использование ЛНЧ, нацеленных на сердце, до на-

стоящего времени ограничено из-за недостаточной 
тропности и склонности к накоплению в печени. Эта ха-
рактерная структура поверхности липопротеинов соз-
дает проблемы при разработке терапии, направленной 
на коррекцию повреждений сердечной мышцы [63]. 
Для решения данной проблемы исследователи экспе-
риментируют с различными химическими свойствами 
липидной поверхности в попытках не только умень-
шить пассивное накопление в печени, но и разработать 
подходы, обеспечивающие специфический тропизм 
для различных типов клеток [64]. 
Например, концепция селективных ЛНЧ, нацелен-

ных на органы (SORT, selective organ targeting), была ус-
пешно применена для систематической доставки 
CRISPR-терапии в легкие in vivo [64]. Однако использо-
вание данного метода для достижения доставки компо-
нентов CRISPR в сердечную ткань еще не продемон-
стрировано, что подчеркивает необходимость дальней-
ших исследований в этой области. Улучшение таргет-

ной доставки к сердцу станет важным шагом в направ-
лении разработки эффективных терапий для различ-
ных ССЗ. 
Несмотря на ограниченный тропизм, ЛНЧ в их теку-

щей форме уже способны оказывать положительное 
воздействие на сердечно-сосудистую систему, воздей-
ствуя на факторы, секретируемые печенью. Одним из 
примеров успешной доставки через ЛНЧ является уда-
ление PCSK9, который проводится с помощью опосре-
дованного сайтом сплайсинга удержания PTC, располо-
женного в интроне 1 гена PCSK9 [65]. Этот подход про-
демонстрировал свою эффективность как на мышах, 
так и на приматах, и в настоящее время проходит кли-
нические испытания для пациентов с ишемической бо-
лезнью сердца и гиперхолестеринемией [65]. 
Тем не менее, несмотря на перспективность ЛНЧ как 

метода для CRISPR-терапии, прежде чем они смогут 
найти более широкое применение в клинической прак-
тике в области ССЗ, необходимо провести оптимизацию 
для повышения их эффективности при очень низкой 
частоте сердечных сокращений. Это требует дальней-
ших исследований для улучшения специфичности и 
эффективности доставки терапевтических агентов не-
посредственно в сердечную ткань и обеспечения их без-
опасного и эффективного воздействия на сердечно-со-
судистую систему. 

 
Заключение 
Методы лечения на основе CRISPR представляют со-

бой революционную технологию, обладающую беспре-
цедентной способностью детально контролировать 
последовательности и активность человеческого ге-
нома. Эта уникальная перспектива становится особенно 
важной в свете множества ССЗ, которые продолжают 
оставаться одной из ведущих причин заболеваемости и 
смертности в современном мире. Научные достижения 
в области CRISPR открывают новые горизонты для соз-
дания целенаправленных и эффективных методов 
лечения, способных изменить жизнь миллионов лю-
дей. 
На сегодняшний день быстро развивающийся ин-

струментарий CRISPR успешно внедряется в клиниче-
скую практику благодаря множеству обнадеживающих 
успехов, достигнутых в лабораториях фундаменталь-
ных исследований и в ходе доклинических испытаний. 
Эти достижения дают надежду на то, что сложные и 
долгосрочные проблемы ССЗ смогут быть решены с по-
мощью инновационных подходов, основанных на ре-
дактировании генома, что создает новую эру в меди-
цине. 
Тем не менее перед тем как терапия, опосредованная 

CRISPR, станет повсеместной в клинической практике, 
необходимо преодолеть ряд значительных ограниче-
ний. Вопросы, касающиеся доставки терапевтических 
агентов, их эффективности и потенциальной токсично-
сти, особенно в долгосрочной перспективе, требуют 
тщательного рассмотрения. Успешная реализация 
мощного потенциала этой уникальной технологии тре-
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бует систематического подхода к оптимизации суще-
ствующих методов доставки, что позволит минимизи-
ровать риски побочных эффектов и обеспечить дли-
тельную эффективность лечения. 
Таким образом, преодоление этих вызовов стано-

вится краеугольным камнем для широкого внедрения 
CRISPR-терапии в клиническую практику. Мир науки и 
медицины находится на пороге великого открытия, и с 
каждым шагом вперед мы приближаемся к превраще-

нию этой многообещающей технологии в реальный ин-
струмент, способный изменить методы лечения ССЗ. 
Это путь, полный надежд и возможностей, который мо-
жет, в конечном счете, привести к снижению заболевае-
мости и улучшению качества жизни для миллионов па-
циентов. 
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