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Методы редактирования генетической информации и возможность управлять ей позволили добиться 
значительного прогресса в медицине, в частности в изучении патогенеза различных заболеваний, в т. ч. 
сердечно-сосудистой этиологии. Один из методов редактирования – технология CRISPR/Cas9. CRISPR – 
это ряд последовательностей генома бактерий и других прокариот, тогда как Cas9 – это эндонуклеаза, не-
посредственно разрезающая целевую чужеродную последовательность. Сердечно-сосудистые заболевания 
являются одной из лидирующих причин смерти во всем мире. Достаточно большое количество сердечно-
сосудистых заболеваний, таких как гипертрофическая кардиомиопатия, синдром удлиненного и укорочен-
ного QT-интервала, имеют наследственную природу. Данный факт значительно осложняет процесс лече-
ния таких патологий. Тем не менее это же позволяет применять метод CRISPR/Cas9 в целях обнаружения 
и редактирования генов для дальнейшего облегчения клинической картины. Однако генетическая инжене-
рия и ее методы в целом являются достаточно малоизученной областью. Более того, несмотря на то, что 
существует значительное количество экспериментальных работ о воздействии CRISPR на сердечно-сосу-
дистую систему, не хватает комплексных обзоров, которые бы отражали все положительные и отрицатель-
ные аспекты использования CRISPR/Cas9 в терапии наследственных сердечно-сосудистых заболеваний.  В 
данной статье рассмотрены различные варианты применения CRISPR-редактирования непосредственно 
в клинической практике, а также в моделировании сердечно-сосудистых заболеваний. На основе полу-
ченных данных был сделан вывод о том, в какой из областей применение CRISPR/Cas9 является наиболее 
целесообразным и показывает наилучший результат.
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Использование технологии CRISPR/Cas9 
в терапии сердечно-сосудистых заболева-
ний. CRISPR – последовательности в геноме 
прокариот, состоящие из повторяющихся фраг-
ментов, разделенных спейсерами. Спейсеры 
берутся из чужеродных генетических структур, 
которые попадают в клетку. Молекулы РНК, 
считываемые с локусов CRISPR, совместно с 
эндонуклеазами Cas обеспечивают развитие 
специфического иммунитета за счет компле-
ментарного связывания РНК с генетическим 
материалом чужеродных элементов и последу-
ющей их деградации ферментами Cas. Спей-
сер – последовательность ДНК, не подлежащая 
считыванию между тандемно повторяющими-
ся генами, как, например, в рРНК эукариот. 
При исследовании иммунных механизмов в ос-
новном используется значение, определяющее 
спейсер как последовательность, которая была 
получена из чужеродной ДНК организма, по-
павшего в клетку [1–4].

Среди всех наследственных сердечно-сосу-
дистых заболеваний (ССЗ) преобладают моно-
генные [5]. За развитие моногенных ССЗ ответ-
ственны следующие гены и локусы: синдром 
Бругада – SCN5A/3p21-24, 3p22-25; синдром 
Вольфа–Паркинсона–Уайта – PRAKG2/7q3; 
синдром слабости синусового узла – 
SCN5A/3p21-24; дилатационная кардиомиопа- 
тия – >20 генов; гипертрофическая кардиомиопа-
тия – MYHCB/14q12, TNNT2/1q32, TPM1/15q22.1, 
MYBPC3/11р11.2, PRKAG2/7q36, TNNI3/19q13.4, 
MYL3/3p; синдром удлиненного интервала QT – 
KCNQ1/11p15.5, KCNH2/7q3, SCN5A/3p21-24, 
CALM1/14q32.11, KCNE1/21q22, KCNE2/21q22, 
KCNJ2/17q23; синдром укороченного интервала 
QT – KCNQ1/11p15.5, KCNH2/7q3. При анализе 
клинических исследований были выбраны наи-
более часто встречающиеся ССЗ.

Таким образом, можно сделать вывод, что 
редактирование мутации даже в одном из генов 
может облегчить клиническую картину сразу 
нескольких ССЗ. Так, например, была исправ-
лена мутация в гене кальмодулина (СALM1) 
[6]. Также имеются многочисленные упоми-
нания о положительном терапевтическом эф-

фекте CRISPR/Cas9-технологий в коррекции 
мутаций в генах PRKAG2, SCN5A и MYBPC3, 
которые чаще остальных мутируют при ССЗ 
[7–9]. 

Коррекция мутации в гене PRKAG2 значи-
тельно облегчает клиническое течение синдро-
ма Вольфа–Паркинсона–Уайта [10], а также, в 
перспективе, позволит улучшить клиническую 
картину при лечении гипертрофической кар-
диомиопатии. Аналогично, при коррекции му-
тации в гене SCN5A появляется возможность 
полного излечения таких заболеваний, как 
синдром слабости синусового узла (СССУ), 
синдром Бругада [11], также коррекция в гене 
SCN5A позволит облегчить клинические про-
явления синдрома удлиненного QT-интервала. 

В терапии ССЗ можно выделить несколько 
перспективных направлений использования 
CRISPR-технологий (рис. 1). На данный мо-
мент уже описаны несколько успешных слу-
чаев применения редактирования генома с по-
мощью CRISPR/Cas9 в кардиологии, например 
в лечении различных видов кардиомиопатий, в 
частности гипетрофической [12, 13].

Гипертрофическая кардиомиопатия – это 
поражение миокарда, которое приводит к ги-
пертрофии желудочков и повышает склонность 
к аритмиям, обморокам и сердечной недоста-
точности [14–17]. Мутации в гене MYBPC3 
вызывают развитие кардиомиопатий, в т. ч. ги-
пертрофической, дилатационной и некомпакт-
ной [18]. Таким образом, коррекция мутации в 
данном гене может предупредить развитие сра-
зу группы ССЗ. В работе [19] был описан слу-
чай успешной коррекции мутации MYBPC3 в 
половых клетках человека. Были искусственно 
созданы рекомбинантная эндонуклеаза и рРНК 
с соответствующей ДНК, которые затем были 
микроинъецированы для устранения мутации у 
гетерозигот. В результате проделанной работы 
66,7 % гомозиготных форм не имели мутации 
в гене MYBPC3. Однако в 24 % случаев было 
отмечено проявление мозаицизма, а у 9,3 % со-
хранилась мутация в целевом гене [19]. При 
дальнейшем анализе аналогичных статей был 
сделан вывод о невозможности исключения 
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мозаичного проявления признака у зигот, од-
нако во многих других исследованиях упоми-
налось, что редактирование именно в половых 
клетках до слияния полностью исключает мо-
заицизм.  Возможной причиной мозаицизма яв-
ляется невозможность коррекции CRISPR всех 
мутантных генов после деления клеток [19–21].  
Когда исследователи вводили Cas9 в ооциты 
М-фазы, 72,4 % полученных зигот демонстри-
ровали гомозиготный генотип и полное от-
сутствие мозаичных форм. Отсутствие мозаи-
цизма в данном случае могло быть объяснено 
введением CRISPR/Cas9-системы до того, как 
оплодотворенная яйцеклетка начала делиться. 
Интересно, что при дальнейшем секвенирова-
нии не было выявлено побочных эффектов ре-
дактирования генома на клетки [22]. Обобщая, 
можно сказать, что во всех работах исследова-
тели искусственно создавали набор для редак-
тирования генома, основанного на CRISPR/ 
Cas9-структурах, базируясь на конкретном 
частном случае заболевания, что, безусловно, 

усложняет составление общих методик для ис-
пользования в терапии. Несмотря на некоторые 
ограничения, данные методы являются наи-
более перспективными для терапии гипертро-
фической кардиомиопатии и других возмож-
ных моногенных патологий, за возникновение 
которых являются ответственными мутации в 
MYBPC3. Применение CRISPR наиболее опти-
мально в отношении заболеваний, для которых 
характерно постепенное развитие клинических 
симптомов и признаков. Стоит отметить, что 
редактирование генома целесообразно приме-
нять лишь на ранних стадиях ССЗ [22–24]. 

Одним из самых серьезных затруднений 
при терапии ССЗ с помощью редактирова-
ния генома является нахождение универсаль-
ного способа доставки созданной конструк-
ции CRISPR/Cas9 непосредственно в клетки.  
На сегодняшний день существует большое ко-
личество различных способов доставки гене-
тического материала в клетки, а также других 
способов интеграции CRISPR-системы в орга-

Рис. 1. Области применения генной терапии с помощью CRISPR/Cas9 в кардиологии. Генетически мо-
дифицированные с помощью CRISPR/Cas9 кардиомиоциты, полученные направленной дифференцировкой 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток, наиболее информативны для изучения наследственных 
аритмогенных заболеваний, а также кардиомиопатий и атеросклерозов

Fig. 1. Application areas of gene therapy using CRISPR/Cas9 in cardiology
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низм человека, однако ни один из методов не 
считается универсальным.  Во многих рабо-
тах [12, 13, 18, 23] отмечается, что необходимо 
использование такого материала, интеграция 
CRISPR-системы в который осуществлялась 
бы гораздо более легким способом, а также 
при использовании которого возможно было 
бы непосредственно отслеживать процесс без 
какого-либо вмешательства в организм чело-
века. В связи с этим чаще всего применяются 
индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки (ИПСК), в которые заранее вводится 
эндонуклеаза с комплементарной РНК [25]. 
ИПСК с исправленными заранее мутациями 
затем предлагается вводить в организм чело-
века. Кроме стволовых клеток, зачастую для 
доставки генетического материала в клетку ис-
пользуют вирусные векторы [26]. Например, в 
статье [27] было получено более 60 % гомози-
готных форм, т. е. форм, не несущих мутацию 
в своем генотипе. А в исследовании [28] вво-
дили CRISPR/Cas9-структуру в ген MYBPC3 
мышам через вектор AAV (в частности, AAV9 – 
наиболее кардиотропный серотип AAV) и об-
наружили, что эта терапия успешно увеличи-
вала экспрессию гена гомозиготного типа (без 
соответствующей мутации). Это предотврати-
ло дальнейшее развитие таких симптомов, как 
гипертрофия миокарда и нарушение функци-
ональных особенностей сердца у мышей. Ос-
новной проблемой использования аденоассо-
циированных вирусных векторов является то, 
что они зачастую слишком малы для упаковки 
эндонуклеазы, поэтому необходимо выбирать 
ряд других ферментов Cas9, что значительно 
осложняет процесс создания конструкции для 
редактирования генома [29]. Несколько других 
встречающихся в природе и сконструирован-
ных ферментов Cas9 имеют меньший размер, 
что может облегчать такую ​​вирусную доставку 
[30]. В свою очередь, общий алгоритм исполь-
зования пациент-специфичных стволовых кле-
ток представляется в виде определенной по-
следовательности действий: сначала получают 
пациент-специфичные клетки, которые близки 
по своим характеристикам к стволовым клет-

кам, а далее производят их индуцирование и в 
дальнейшем получают кардиомиоциты.

При анализе полученных результатов вы-
явлено, что эффективность обоих методов не 
имеет статистически значимых различий: при 
использовании стволовых клеток (в случае 
конкретного исследования – половых клеток) 
66,7 % не имело мутации в генотипе (таким об-
разом, они относились к гомозиготам), а при 
использовании аденоассоциированного вирус-
ного вектора 60 % имели гомозиготный гено-
тип [30–33].

К наследственным аритмогенным ССЗ так-
же относят синдром удлиненного QT-интервала 
[34]. Наиболее частым осложнением данного 
синдрома является развитие полиморфной же-
лудочковой тахикардии, которая, в свою оче-
редь, приводит к летальному исходу [31]. В ис-
следовании A. Di Toro et al. [35] удалось успешно 
скорректировать мутацию в гене кальмодулина 2 
(CALM2) в ИПСК, дифференцированных в кар-
диомиоциты, что привело к значительному об-
легчению клинического течения заболевания. 
Кальмодулинопатии возникают за счет мута-
ций, происходящих в одном из трех возможных 
генов: CALM1, CALM2 и CALM3. Таким обра-
зом, создание способа коррекции мутации в ге-
нах кальмодулина поможет, как и в случае кар-
диомиопатий, вылечить сразу же группу ССЗ.  
В эксперименте была выбрана стратегия 
CRISPR-интерференции для специфической 
коррекции только мутированного аллеля. Инги-
бируя только мутантный аллель, был успешно 
продемонстрирован подход, который, в принци-
пе, применим не только к другим кальмодули-
нопатиям, таким как катехоламинергическая по-
лиморфная желудочковая тахикардия, но также 
к различным кардиологическим и сосудистым 
заболеваниям, характеризующимся наличием 
пораженных CALM-генов [35]. 

Моделирование кардиологических за-
болеваний с помощью CRISPR/Cas9. Неотъ-
емлемой частью любой терапии при лечении 
ССЗ является ранняя профилактика данного 
заболевания. С развитием персонализирован-
ной медицины термин «профилактика» на-
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чал включать создание моделей заболеваний. 
Анализ научных источников показал, что все 
модели можно разделить на модели общей 
клинической картины и модели, показываю-
щие функционирование отдельных клеточных 
структур кардиомиоцитов [36]. Для моделиро-
вания ССЗ используются ИПСК. ИПСК часто 
применяются в создании моделей заболеваний 
благодаря их особой способности к дифферен-
цировке в любые интересующие нас клетки 
организма, в т. ч. и в кардиомиоциты. Данные 
клетки чаще всего получают из фибробластов 
или мононуклеарных клеток крови, забор кото-
рых производится с помощью биопсии. Также 
кардиомиоциты можно получить непосред-
ственно с помощью биопсии тканей миокарда, 
что является достаточно долгой, затратной и, 
что более важно, травматичной процедурой.  
В свою очередь, кардиомиоциты, полученные 
с помощью дифференцировки ИПСК, демон-
стрируют другие характеристики в отличие 
от кардиомиоцитов, полученных из миокарда. 
В связи с этим представляет особый интерес 
улучшение направленной дифференцировки 
ИПСК и нахождение наиболее простых в ис-

пользовании методов моделирования [37–39]. 
Прогресс в редактировании генома с исполь-
зованием ИПСК в настоящее время дает воз-
можность изучать патогенетические причины 
возникновения наследственных заболеваний 
сердца и сосудов непосредственно на клеточ-
ных моделях.

В качестве примера приведем модель син-
дрома удлиненного QT-интервала, включаю-
щую в себя несколько стадий:

1)	 проведение биопсии (забор мононукле-
арных клеток крови или фибробластов);

2)	 перепрограммирование полученных 
клеток в ИПСК и дальнейшая направленная 
дифференцировка в кардиомиоциты;

3)	 введение мутаций в целевые гены при 
помощи CRISPR/Cas9-системы.

Описанная выше тактика применяется в 
создании большинства моделей ССЗ. В случае 
синдрома удлиненного QT-интервала модель 
была использована для подробного изучения 
патогенеза заболевания и, как результат, разра-
ботки тактики дальнейшего лечения [40]. 

На рис. 2 схематично показан процесс моде-
лирования ССЗ при помощи ИПСК.

Рис. 2. Схема моделирования ССЗ при помощи индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток. Полученные в ходе биопсии фибробласты могут быть преобразованы 
в индуцированные стволовые клетки и в дальнейшем использованы для моделирования 
конкретного заболевания. На основе полученной модели представляется возможным 
создание эффективной схемы лечения

Fig. 2. Diagram of cardiovascular disease modelling using induced pluripotent stem 
cells
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В связи с описанными выше недостатками 
применения ИПСК был предложен более вы-
годный и простой способ моделирования – ис-
пользование рыб вида Danio rerio [41]. Этот 
вид является оптимальным в моделировании 
ССЗ в основном из-за относительной просто-
ты их разведения и схожести биохимических 
и биофизических характеристик их сердца и 
сердца человека. Например, сердце Danio rerio 
обладает биоэлектрическими характеристика-
ми, аналогичными человеческому сердцу [42].  
В частности, оно имеет синусо-предсердную 
узелоподобную область, а желудочковые кар-
диомиоциты демонстрируют значения потен-
циала действия, схожие с таковыми у чело-
веческого сердца. Также у сердца Danio rerio 
высокий регенераторный потенциал, который 
отсутствует у других позвоночных, например у 
грызунов, которых чаще всего используют в ка-
честве биологических моделей [43]. Более вы-
сокая способность к регенерации дает возмож-
ность вносить практически любые мутации в 
гены кардиомиоцитов рыб, что ранее было не-
доступно. Модели Danio rerio были созданы 
не только для изучения развития сердца на мо-
лекулярном уровне, но и для более глубокого 
понимания ССЗ. Примечательно, что модели 
нокдауна, полученные стандартным морфоли-
новым методом, были не настолько точными по 
сравнению с подходом, основанным на редак-
тировании генома с помощью CRISPR/Cas9. 
Исходя из этого, можно сделать вывод, что соз-
дание моделей ССЗ с помощью CRISPR/Cas9 
является одним из самых многообещающих на-
правлений исследований.

На сегодняшний день известны несколь-
ко методов, основанных на CRISPR/Cas9-
моделировании ССЗ при помощи вида Danio 
rerio. Так, в исследовании [44] была введе-
на мутация C.A2987T (N996I) в целевой ген 
KCNH2, ответственный за возникновение 
синдрома удлиненного QT-интервала второго 
типа. Введенная мутация была скорректирова-
на в ИПСК пациента с данным заболеванием. 
Также она вводилась и в эмбриональные ство-
ловые клетки. Изучение кардиомиоцитов, по-

лученных из дифференцированных изогенных 
плюрипотентных стволовых клеток, показало 
участие данной мутации в развитии патологии 
и электрофизиологических аномалий, а также 
то, что эта модель является подходящей для 
дальнейшей разработки и тестирования лекар-
ственных средств.

Большое количество мутаций в генах, от-
ветственных за возникновение ССЗ, приводит 
к значительной вариабельности времени появ-
ления заболевания и тяжести его протекания. 
Такое количество мутаций значительно ослож-
няет возможность полноценного исследования 
вклада некоторых генов в развитие патологии 
заболевания. Поэтому особенно важна разра-
ботка именно моделей функционирования це-
левых генов, а не заболевания в целом.

Также большое количество патофизиоло-
гических проявлений на молекулярном и орга-
низменном уровне у пациентов с аналогичным 
диагнозом является причиной неэффективно-
сти использовании лекарственных средств в 
лечении ССЗ. 

Создание моделей ССЗ необходимо также, 
как упоминалось ранее, для тестирования но-
вых лекарственных препаратов. В данном пун-
кте стоит опять упомянуть о важности выбора 
биологической модели. В частности, предлага-
емой нами, на основе анализа данных, Danio 
rerio. Это связано с тем, что эксперименталь-
ная медицина на сегодняшний день модели-
рует ССЗ на грызунах. Несмотря на наличие 
большого количества информации о развитии 
ССЗ, существуют ограничения, связанные с 
различием в патофизиологии ССЗ между гры-
зунами и человеком, что не дает до конца изу-
чить важные генетические аспекты проявления 
некоторых заболеваний. 

На сегодняшний день наиболее перспективно 
изучение отдельных генов, нарушения в нуклео-
тидных последовательностях которых приводят 
к ряду заболеваний. Недостаточное количество 
информации о молекулярных механизмах разви-
тия ССЗ значительно тормозит терапию данных 
заболеваний и подчеркивает важность более под-
робного их изучения при помощи моделирования.
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В целом, несмотря на большое количество 
экспериментальных работ с применением 
CRISPR/Cas9-системы для коррекции ССЗ, 
наиболее перспективным на сегодняшний день 
является моделирование заболеваний. Стоит 
учитывать, что CRISPR/Cas-структуры – толь-
ко инструмент, поэтому необходимы дальней-
шие исследования в таких направлениях, как 
улучшение направленной дифференцировки 
плюрипотентных стволовых клеток, а также 
нахождение новых способов доставки эндону-
клеазы в клетку или же улучшение существу-
ющих методов в связи с наличием достаточно 
большого количества ограничений.  Однако в 
сравнении со всеми остальными способами 
редактирования генома  CRISPR/Cas9 являет-
ся одним из ведущих. Также пока невозмож-
но сделать вывод о том, что редактирование 
генома CRISPR/Cas9 способно полностью из-
лечить существующие ССЗ, однако уже точно 

можно сказать, что в случае, например, дила-
тационной кардиомиопатии представляется 
возможным значительно облегчить клиниче-
ские симптомы заболевания на ранних ста-
диях. В связи с наибольшей эффективностью 
методов редактирования генома именно на 
ранних стадиях, важным направлением явля-
ется также разработка способов ранней диа-
гностики ССЗ.

При сравнении с существующими метода-
ми генной инженерии, именно CRISPR/Cas9-
технологии показывают наилучшие результаты. 
Однако редактирование генома с помощью 
CRISPR/Cas9 на данный момент не до конца 
изучено, поэтому невозможно полностью при-
менять данный метод в клинике. Таким обра-
зом, CRISPR более востребован именно при 
моделировании заболеваний, чем при терапии. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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PROSPECTS OF USING THE CRISPR/Cas9 SYSTEM  
FOR TREATING AND MODELLING CARDIOVASCULAR DISEASES (Review)

Methods of genetic editing and the ability to control it have made it possible to achieve significant 
progress in medicine, in particular, in the study of the pathogenesis of various diseases, including those 
of cardiovascular aetiology. One of the editing methods is the CRISPR/Cas9 technology. CRISPR is 
a family of DNA sequences found in the genomes of bacteria and other prokaryotes, while Cas9 is an 
endonuclease that cleaves the target foreign sequence. It should be noted that cardiovascular disease 
is one of the leading causes of death worldwide. A fairly large number of cardiovascular diseases, such 
as hypertrophic cardiomyopathy and long and short QT syndromes, are hereditary. This fact significantly 
complicates the process of treating these pathologies. However, it also allows us to use CRISPR/Cas9 
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to detect and edit genes in order to alleviate the clinical picture. At the same time, genetic engineering 
and its methods in general are a rather poorly studied area. Moreover, in spite of a significant number of 
experimental works on the effects of CRISPR on the cardiovascular system, there is a profound lack of 
comprehensive reviews that would combine all the positive and negative aspects of the use of CRISPR/
Cas9 in the treatment of hereditary cardiovascular diseases. This article discusses various options 
of using CRISPR editing directly in clinical practice, as well as in modelling cardiovascular diseases. 
Based on the data obtained, we were able to identify the areas in which application of CRISPR/Cas9 is 
the most appropriate and shows the best result.

Keywords: CRISPR/Cas9, cardiovascular diseases, genetics, genome editing.
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