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Импорт кодируемых ядерной ДНК рибонуклеиновых кислот в митохондрии описан у многих орга-
низмов. При этом набор импортируемых РНК, а также молекулярные механизмы этого процесса,
сильно отличаются у разных видов. На сегодняшний день наиболее изучены в этом отношении пе-
карские дрожжи Saccharomyces cerevisiae. Более того, процессы импорта РНК дрожжей в митохон-
дрии легли в основу нескольких генно-терапевтических стратегий, направленных на подавление
негативного влияния патогенных мутаций в мтДНК человека. В данном обзоре рассмотрены моле-
кулярные механизмы импорта РНК в митохондрии дрожжей, а также упомянутые стратегии генной
терапии.
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ИМПОРТА 
РНК В МИТОХОНДРИИ ДРОЖЖЕЙ

Митохондрии с момента их первых наблюде-
ний в конце XIX века постоянно привлекают вни-
мание исследователей. В настоящее время обще-
принятой считается эндосимбиотическая теория
происхождения митохондрий [1], в соответствии
с которой далекими предками митохондрий были
свободноживущие бактерии, родственные совре-
менным риккетсиям. В ходе эволюции митохон-
дриальные гены мигрировали в ядро по неизвест-
ному на сегодняшний день механизму. Тем не ме-
нее, современные митохондрии все еще содержат
ДНК, которая кодирует несколько белков и РНК,
однако этих макромолекул недостаточно для под-
держания функций митохондрий. Таким обра-
зом, большинство митохондриальных белков и
некоторые РНК кодируются ядерным геномом и
импортируются в органеллы из цитозоля.

Первые данные об импорте белков в митохон-
дрии были получены в конце 70-х годов ХХ века
[2]. Эта область науки развивалась и развивается
достаточно интенсивно, и к настоящему времени

детально описана сложная система транспорта
белков через митохондриальные мембраны [3].

Гипотеза об импорте РНК в митохондрии бы-
ла впервые выдвинута при изучении некоторых
простейших [4], а затем экспериментально под-
тверждена Martin R.P. и соавт. (Страсбургский
университет, Франция) [5]. С помощью двумер-
ного гель-электрофореза во фракции митохон-
дриальных тРНК дрожжей была обнаружена
единственная тРНК, кодируемая ядерным гено-
мом, а именно, лизиновая тРНК с антикодоном
CUU (далее – тРЛ1). Следует отметить, что основ-
ное количество тРЛ1 локализовано в цитозоле, где
эта тРНК участвует в трансляции. В митохондриях
обнаружено только 2‒5% молекул тРЛ1 [5].

На протяжении многих лет работа Martin R.P.
и соавт. [5] оставалась единственной в этой обла-
сти. Одной из возможных причин этого могло быть
некоторое недоверие научного сообщества к полу-
ченным результатам. Многие высказывали сомне-
ния в возможности прохождения отрицательно за-
ряженной молекулы РНК через отрицательно за-
ряженные мембраны митохондрий. Кроме того,
неясной оставалась биологическая роль тРЛ1 в ми-
тохондриях дрожжей. Однако в настоящее время1 Статья представлена авторами на английском языке.
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феномен импорта РНК в митохондрии различных
организмов не вызывает никаких сомнений в свя-
зи с большим количеством накопленных экспери-
ментальных данных [6, 7].

Пекарские дрожжи стали первым модельным
организмом, на котором были проведены меха-
нистические исследования импорта РНК в мито-
хондрии. В конце 1980-х годов Иван Тарасов и
Нина Энтелис (кафедра молекулярной биологии
биологического факультета МГУ) разработали
системы, позволяющие изучать митохондриаль-
ный транспорт РНК in vivo и in vitro [8]. Система
in vivo заключалась в электропорации дрожжевых
клеток радиоактивно меченными тРНК с даль-
нейшим радиоавтографическим обнаружением
этих тРНК в митохондриальной фракции РНК.
Действительно, тРЛ1 была выявлена как в цито-
золе, так и в митохондриях, тогда как все другие
цитозольные тРНК после электропорации лока-
лизовались исключительно в цитозоле. Подход
in vitro представлял собой инкубацию изолиро-
ванных дрожжевых митохондрий с радиоактивно
меченными тРНК. С использованием этого под-
хода показано, что из всех дрожжевых тРНК через
митохондриальные мембраны способна прони-
кать только тРЛ1. Установлено, что процесс
транслокации зависит от АТР и нуждается в уча-
стии некоторых не идентифицированных на том
этапе растворимых цитозольных белков [8].

Дальнейшие исследования импорта тРНК в
митохондрии дрожжей проводились совместны-
ми усилиями лабораторий Московского и Страс-
бургского университетов. Основным вопросом,
занимавшим исследователей, был молекулярный
механизм транслокации тРНК через мембраны
митохондрий. Показано, что импорт тРЛ1 может
быть функционально связан с импортом белков в
митохондрии. Оказалось, что в транспорте тРЛ1
участвуют несколько компонентов аппарата им-
порта белков [9], среди которых идентифициро-
ваны Tom20p (рецептор импортируемых белков
во внешней мембране) и Tim44p (компонент так
называемого “мотора импорта” во внутренней
мембране). Еще одним важным наблюдением ста-
ла зависимость импорта тРЛ1 от разности электро-
химического потенциала на митохондриальных
мембранах (ΔΨ) [9]. Эти результаты позволили
предположить, что тРЛ1 проникает через мембра-
ны митохондрий по пути белкового импорта. Бо-
лее поздние исследования, однако, дают основа-
ния полагать, что каналом для импорта тРНК во
внешней мембране может быть не только Tom40p
(единственный канал транспорта белков), но так-
же и потенциалзависимый анионный канал
(VDAC) [10]. Аналогичная ситуация (одновре-
менное участие Tom40 и VDAC в митохондриаль-
ном транспорте тРНК) описана у высших расте-
ний [11]. Тем не менее, рецепторные компоненты
аппарата импорта белков, по-видимому, участву-

ют в импорте тРНК в митохондрии в любом слу-
чае [12].

Следует отметить, что ядерный геном дрожжей
кодирует две лизиновые тРНК, причем вторая
(далее тРЛ2), с антикодоном UUU, отличается от
тРЛ1 всего 21-м основанием. В отличие от тРЛ1,
тРЛ2 локализована исключительно в цитозоле.
Это означает, что должны существовать детерми-
нанты, которые обеспечивают возможность им-
порта тРЛ1, и/или “антидетерминанты” импорта,
запрещающие этот процесс для тРЛ2. Наиболее
очевидными детерминантами могли бы быть нук-
леотиды, по которым тРЛ1 и тРЛ2 отличаются
друг от друга. Для проверки этой гипотезы скон-
струированы мутантные молекулы тРЛ1 и тРЛ2
со взаимно замененными различающимися осно-
ваниями соответственно. Изучение импорта этих
тРНК в системах in vitro и in vivo показало, что не-
которые нуклеотиды тРЛ1 действительно служат
детерминантами импорта: первый нуклеотид ан-
тикодона (C34) [13], первая пара оснований ами-
ноакцепторного стебля (G1-U72) и дискримина-
торный нуклеотид U73 [14].

Выдвинуто предположение, что перечислен-
ные нуклеотиды могут обеспечивать взаимодей-
ствие тРЛ1 с предполагаемыми белковыми фак-
торами процесса импорта [8]. Дальнейшие иссле-
дования позволили выявить несколько таких
факторов.

Первый идентифицированный белковый фак-
тор, участвующий в митохондриальном транс-
порте тРЛ1 – это цитозольная лизил-тРНК-син-
тетаза (Krs1p) [15]. Основная функция Krs1p за-
ключается в аминоацилировании тРЛ1, чтобы эта
тРНК могла участвовать в цитоплазматической
трансляции. Однако показано, что для импорта в
митохондрии тРЛ1 должна быть аминоацилиро-
вана. При этом само присутствие аминокислоты
на 3'-конце тРЛ1 не является необходимым усло-
вием импорта. Создано несколько мутантных
версий тРЛ1, которые не подвергались амино-
ацилированию какой-либо аминокислотой, но
все же импортировались в митохондрии как in vitro,
так и in vivo [13, 14, 16]. В связи с этим выдвинуто
предположение о важности лизинилирования
тРЛ1 для каких-то дальнейших этапов процесса
импорта.

Эта гипотеза нашла свое экспериментальное
подтверждение при идентификации другого бел-
кового фактора, вовлеченного в импорт тРЛ1. Этот
фактор ‒ цитозольный предшественник митохон-
дриальной лизил-тРНК-синтетазы (preMsk1p),
который синтезируется цитозольными рибосома-
ми, а затем импортируется в митохондрии, где в
зрелой форме аминоацилирует кодируемую мито-
хондриальным геномом лизиновую тРНК (далее –
тРЛ3). Показано, что в митохондриях штамма
дрожжей, лишенного гена MSK1, тРЛ1 не обнару-
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живается [15]. В экспериментах in vitro установле-
но, что аминоацилированная тРЛ1 связывает
preMsk1p, и это связывание абсолютно необходи-
мо для транспорта тРНК через мембраны изоли-
рованных митохондрий. При этом preMsk1p не
может ни связывать деацилированную тРЛ1, ни
аминоацилировать ее [15]. Интересно, что опре-
деляющие импорт тРНК свойства рекомбинант-
ного preMsk1p in vitro зависят от способа его
очистки: preMsk1p, выделенный из Escherichia coli
в денатурирующих условиях с последующей ста-
дией ренатурации, может связывать тРЛ1 и на-
правлять его импорт, тогда как нативный очи-
щенный белок в данном процессе не компетентен
[17]. Используя различные укороченные версии
preMsk1p, показано, что его тРЛ1-связывающая и
направляющая импорт активность локализована
в N-концевом домене [18, 19], который отвечает
за первичное распознавание антикодона тРНК
при аминоацилировании.

Что касается мутантных версий тРЛ1 и тРЛ2,
упомянутых ранее, то следует отметить строгую
взаимосвязь между их способностью связываться
с preMsk1p и эффективностью импорта в мито-
хондрии [13, 14, 16]. Кроме того, мутантные тРНК,
которые не могли подвергаться аминоацилирова-
нию, но эффективно импортировались в митохон-
дрии, также обнаруживали высокое сродство к
preMsk1p. Эти наблюдения могли быть объяснены
тем, что аминоацилирование тРЛ1 придает моле-
куле тРНК некие структурные свойства, необхо-
димые для ее связывания с preMsk1p, в то время
как у мутантных молекул такими свойствами об-
ладает и деацилированная форма. Что касается
функциональной значимости связывания тРЛ1 с
preMsk1p, то предполагается, что тРЛ1 может им-
портироваться в митохондрии в комплексе с этим
белком. Другими словами, preMsk1p может быть
переносчиком тРЛ1 через митохондриальные мем-
браны.

Третьим идентифицированным фактором им-
порта тРЛ1 в митохондрии дрожжей стала вторая
изоформа гликолитического фермента енолазы
(Eno2p) [20]. Этот белок вместе с preMsk1p со-
ставляет минимально необходимый набор факто-
ров, обеспечивающий импорт аминоацилирован-
ной тРЛ1 в изолированные митохондрии дрож-
жей. Показано, что Eno2p связывает тРЛ1 (если
она аминоацилирована) и способствует образова-
нию комплекса между этой тРНК и preMsk1p [20].
Более того, в экспериментах in vitro показано, что
Eno2p частично локализована на поверхности ми-
тохондрий [20, 21]. В то же время preMsk1p синте-
зируется, по крайней мере частично, рибосомами,
связанными с внешней митохондриальной мем-
браной [20]. Эти данные свидетельствуют в пользу
транспортной функции Eno2p. Этот белок может
связывать тРЛ1 в цитозоле, а затем доставлять его к
поверхности митохондрий, где тРЛ1 высвобожда-

ется из комплекса с енолазой-2 и связывается с
preMsk1p. Следующий этап процесса это, по-ви-
димому, транслокация данного комплекса через
митохондриальные мембраны.

Завершая описание белковых факторов им-
порта тРЛ1, необходимо отметить, что список
этих факторов к настоящему моменту не полон.
Недавно показано, что в этот процесс могут быть
вовлечены и другие, пока не идентифицирован-
ные, белки дрожжей [22].

Другой важный аспект импорта тРНК в мито-
хондрии дрожжей связан со структурными пере-
стройками молекулы тРЛ1. Первые признаки
значимости структуры тРНК для ее импорта об-
наружены в экспериментах, в которых тРЛ1, со-
стоящая из двух нековалентно связанных между
собой частей (т.е. содержащая одноцепочечный
разрыв), могла импортироваться в митохондрии,
но только в том случае, если две половины тРНК
были предварительно связаны друг с другом [13].
Таким образом, способность тРЛ1 складываться в
правильную структуру необходима для ее импор-
та. В дальнейшем с использованием метода FRET
в геле показано, что молекула тРЛ1 может прини-
мать две различные конформации, а именно, клас-
сическую L-форму тРНК и альтернативную струк-
туру, характеризующуюся сближением 3'-конца с
Т-стеблем [23]. Эта последняя структура обнару-
живалась, когда тРЛ1 находилась в комплексе с
Eno2p. Полученные данные свидетельствуют в
пользу того, что Eno2p может функционировать,
как РНК-шаперон, индуцирующий структурные
перестройки молекулы тРЛ1 при связывании с
ней, и эти перестройки определяют способность
тРЛ1 импортироваться в митохондрии. Компью-
терное моделирование показало, что никакие дру-
гие цитозольные тРНК дрожжей не могут прини-
мать такую альтернативную структуру [23]. Это
объясняет, почему из всех дрожжевых тРНК толь-
ко тРЛ1 импортируется в митохондрии: ее нуклео-
тидная последовательность обеспечивает воз-
можность принятия альтернативной конформа-
ции, фиксирующейся с помощью Eno2p. Это, в
свою очередь, делает возможным последующее вза-
имодействие тРЛ1 с preMsk1p и транслокацию через
мембраны митохондрий. Последовательность собы-
тий в цитозоле, предшествующих импорту тРЛ1 в
митохондрии, схематически представлена на рис. 1.

Согласно предсказаниям in silico, альтернатив-
ная структура тРЛ1 характеризуется формирова-
нием двух шпилек: F и D [23]. Предположили, что
F-шпильки как структурного элемента достаточ-
но для обеспечения транспорта РНК в митохон-
дрии. Действительно, анализируя набор неболь-
ших искусственных РНК, удалось показать, что
молекулы РНК со стабильной F-шпилькой им-
портируются в митохондрии дрожжей как in vitro,
так и in vivo с высокой эффективностью. Однако
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максимальной эффективностью импорта обладают
именно версии РНК, содержащие F- и D-шпильки
одновременно [23].

Все результаты, описанные выше, связаны с
ответом на вопрос ‒ как тРЛ1 импортируется в
митохондрии дрожжей? Однако существует еще
один важный и, возможно, даже более интригую-
щий вопрос ‒ зачем она импортируется? Долгое
время ответа на этот вопрос получить не удавалось.
Логично предположить, что после импорта тРЛ1
участвует в митохондриальной трансляции. Дей-
ствительно, такое участие было выявлено: импорти-
рованные производные различных дрожжевых
тРНК способны супрессировать нонсенс-мутации в
мтДНК дрожжей [24]. Однако физиологическая
роль импорта тРЛ1 оставалась неясной. Митохон-
дриальный геном дрожжей кодирует лизиновую
тРНК (тРЛ3) с антикодоном 5-карбоксиметилами-
нометил-2-тио-UUU, способным декодировать
оба кодона лизина, ААА и AAG [25]. Таким обра-

зом, хотя участие тРЛ1 в митохондриальной
трансляции и возможно, но оно представлялось
необязательным. Наилучшим подходом к окон-
чательному разрешению этого вопроса стало бы
“выключение” импорта тРЛ1 и анализ функции
митохондрий, не содержащих этой тРНК. Этого
удалось достичь путем замены гена MSK1 в гено-
ме дрожжей Saccharomyces cerevisiae на ортологич-
ный ген других дрожжей, Ashbya gossypii. Предше-
ственник митохондриальной лизил-тРНК-син-
тетазы из этого организма оказался полностью
некомпетентным в направлении импорта тРЛ1 в
митохондрии S. cerevisiae, но импортировался в
митохондрии и эффективно аминоацилировал
тРЛ3 [18]. Функция митохондрий (активность си-
стемы OXPHOS, характеризующаяся ростом
дрожжей на специальных “дыхательных” средах)
рекомбинантного штамма, не изменялась при
нормальных условиях роста, но значительно сни-
жалась при повышенных температурах (37°C).
Дальнейший анализ показал, что при 37°С пер-
вый нуклеотид антикодона тРЛ3 (U34) становит-
ся гипомодифицированным, что приводит к не-
эффективному распознаванию кодонов AAG в
митохондриальных мРНК. В этой ситуации при-
сутствие тРЛ1, содержащей антикодон CUU, ста-
новится обязательным для нормального протека-
ния митохондриальной трансляции [18]. Таким
образом, импорт тРЛ1, по-видимому, связан с ме-
ханизмом адаптации митохондриальной трансля-
ции к повышенным температурам.

ИМПОРТ ДРОЖЖЕВЫХ РНК
В МИТОХОНДРИИ ЧЕЛОВЕКА
КАК СПОСОБ ПОДАВЛЕНИЯ

ПАТОГЕННЫХ МУТАЦИЙ

Как уже упоминалось, некоторые производ-
ные дрожжевой тРЛ1 способны супрессировать
мутации в собственной мтДНК [24]. В настоящее
время в мтДНК человека описано более 200 пато-
генных мутаций [26]. Мутации в митохондриаль-
ных генах тРНК, одни из наиболее распространен-
ных, приводят к аномальной трансляции в органел-
лах и значительной потере их функциональности.
Направленный импорт тРНК из цитозоля мог бы
стать хорошим средством подавления этих мута-
ций. Вопрос о естественном импорте тРНК в мито-
хондрии человека все еще остается без ответа.
Предполагается возможность импорта двух изо-
ацепторных глутаминовых тРНК человека в мито-
хондрии, поскольку в митохондриях человека не
найдена система трансаминирования, необходи-
мая для биосинтеза этих тРНК [27]. С другой сто-
роны, аналогичная гипотеза [28] была опровергну-
та в случае дрожжей [29]. В любом случае, прини-
мая во внимание сходство механизмов транспорта
в клетках дрожжей и млекопитающих, предполо-
жили, что возможен “искусственный” импорт

Рис. 1. События, обеспечивающие транслокацию
тРЛ1 в митохондрии дрожжей.
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дрожжевых тРНК в митохондрии клеток человека.
Если такое предположение справедливо, то име-
ются основания думать, что дрожжевые тРНК
смогут принять участие в митохондриальной
трансляции. Это могло бы стать эффективным
способом элиминации негативных последствий
патогенных мутаций в генах митохондриальных
тРНК.

Действительно, показано, что дрожжевая тРЛ1
и ее мутантные производные импортируются в
изолированные митохондрии клеток человека
[24]. Также установлено, что все условия этого
процесса аналогичны условиям, описанным для
дрожжевой системы [30]. Кроме того, ортологи
preMsk1p [31] и Eno2p человека [32], как показано
позднее, принимают участие в этом искусствен-
ном транспорте. Таким образом, в клетках чело-
века, по-видимому, имеется “криптический” ме-
ханизм импорта тРНК. Кроме того, упомянутые
небольшие искусственные РНК со стабильными
F- и/или D-шпильками также способны прони-
кать в изолированные митохондрии человека, а
эффективность этого процесса даже в несколько
раз выше, чем у полноразмерной тРЛ1 [23].

После того, как обнадеживающие результаты
получены в системе in vitro, проверили способ-
ность производных дрожжевой тРЛ1 проникать
через митохондриальные мембраны в культиви-
руемых клетках человека. Действительно, импорт
тРНК обнаружен и in vivo [33]. Таким образом
стало возможным перейти к попыткам использо-
вания пути импорта тРНК для супрессии пато-
генной мутации в мтДНК человека. Одна из наи-
более частых мутаций мтДНК человека, A8344G,
локализована в гене лизиновой тРНК. Эта мута-
ция вызывает так называемый синдром MERRF
(от англ. myoclonic epilepsy with ragged-red fibers),
который на молекулярном уровне проявляется
дефектами аминоацилирования тРНК и прежде-
временной остановкой трансляции в митохон-
дриях на лизиновых кодонах [34]. Импортируемые
производные дрожжевых тРЛ1 или тРЛ2, синтези-
руемые в культивируемых клетках человека с мута-
цией MERRF, частично восстанавливают нормаль-
ный фенотип клеток за счет улучшения эффектив-
ности митохондриальной трансляции [33]. Это
исследование стало первым успешным случаем су-
прессии мутации в митохондриальном гене тРНК
при помощи импорта РНК из цитозоля. Позже,
чтобы расширить спектр мутаций в мтДНК, кото-
рые можно супрессировать аналогичным образом,
была сконструирована другая версия дрожжевой
тРЛ1. Эта тРЛ1 сохранила все детерминанты ми-
тохондриального транспорта, а детерминанты
аминоацилирования лизином в ней заменены на
детерминанты для лейцина [35]. Это позволило
супрессировать другую распространенную мута-
цию, A3243G, локализованную в митохондриаль-
ном гене лейциновой тРНК, которая вызывает

синдром MELAS (от англ. mitochondrial encepha-
lomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes).
Эта мутация, как и мутация MERRF, приводит к
аномальной митохондриальной трансляции [36,
37]. Описанная искусственная тРНК может ами-
ноацилироваться лейцином в митохондриях чело-
века и, следовательно, способна принимать уча-
стие в митохондриальной трансляции вместо му-
тантной лейциновой тРНК и супрессировать
патогенный фенотип клеток человека, несущих
мутацию MELAS [35]. Таким образом, при помо-
щи пути митохондриального импорта РНК уда-
лось успешно супрессировать две точечные мута-
ции в двух разных генах митохондриальных тРНК.

Другой относительно частый тип мутаций в
мтДНК человека ‒ протяженные делеции, кото-
рые обычно приводят к одновременному удалению
из мтДНК нескольких генов. Клетки человека с та-
кими делециями жизнеспособны из-за существова-
ния явления гетероплазмии, характерного для по-
давляющего большинства мутаций в мтДНК челове-
ка. Гетероплазмия ‒ это одновременное присутствие
в одной и той же клетке мутантных и нормальных
молекул мтДНК. Известны пороговые уровни гете-
роплазмии при многих патогенных митохондриаль-
ных мутациях: если доля мутантных молекул ниже
этого уровня, то мутантный фенотип отсутствует.
Выше этого порога (обычно от 60 до 80% в зависимо-
сти от мутации) степень выраженности симптомов
зависит от уровня гетероплазмии. Соответственно,
снижение уровня гетероплазмии может быть одной
из стратегий супрессии мутаций в мтДНК.

Короткие версии импортируемых РНК (со-
держащие F- и D-шпильки) успешно использо-
вали в качестве векторов для доставки последова-
тельностей РНК, комплементарных участку деле-
ции в мтДНК, на мутантную мтДНК, несущую
большую делецию. В эксперимент взяли деле-
цию, вызывающую синдром Кирнса-Сейра (Ke-
arns-Sayre, KSS). Эта делеция приводит к появле-
нию в мтДНК уникальной последовательности.
Короткие олигонуклеотиды, комплементарные
цепи мтДНК, содержащей эту уникальную после-
довательность, были либо вставлены между F- и D-
детерминантами импорта, либо слиты с одной из
них. Показано, что такие молекулы РНК частично
импортируются в митохондриальный матрикс и
специфическим образом ингибируют репликацию
мутантной мтДНК, что приводит к значительному,
хотя и кратковременному, уменьшению доли му-
тантных молекул в клетках человека [38]. Позже
установили, что эта же стратегия эффективно сни-
жает уровень гетероплазмии даже в случае точечных
мутаций в мтДНК [39].

ПЕРСПЕКТИВЫ
В настоящее время основные механизмы им-

порта тРНК в митохондрии дрожжей и человека
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изучены достаточно хорошо. Тем не менее, не-
изученным остается собственно процесс транс-
локации тРЛ1 через мембраны митохондрий. Как
описано выше, транспорт тРЛ1 через наружную
мембрану митохондрий дрожжей происходит либо
через канал импорта белков, либо через анионный
канал. Не ясно, имеет ли место выбор конкретного
канала импорта тРЛ1 либо же тРНК может импор-
тироваться через любой из них случайным образом.
Ничего не известно и о том, каким образом тРЛ1
пересекает внутреннюю мембрану и достигает ми-
тохондриального матрикса. Современные методы
микроскопии и эксперименты по ковалентной
сшивке могут помочь решить эти проблемы и иден-
тифицировать белки, которые принимают участие в
транслокации тРЛ1 в качестве мембранных каналов
и рецепторов/регуляторов этого процесса.

Еще один слабо изученный вопрос ‒ регуля-
ция импорта тРЛ1 в митохондрии. Митохондрии
содержат всего 3‒5% общеклеточного пула тРЛ1,
тогда как остальные молекулы этой тРНК участ-
вуют в трансляции в цитоплазме. Не ясно, каким
образом обеспечивается именно такое соотноше-
ние количества импортируемых и неимпортируе-
мых молекул. Вполне возможно, что важную роль
здесь играет взаимодействие с Eno2p, но некото-
рые другие факторы также могут принимать уча-
стие в регуляции [22]. С другой стороны, доля им-
портируемых молекул тРЛ1 также может подвер-
гаться регуляции в зависимости от изменения
условий: известно, что убиквитин-протеасомная
система связана с процессом импорта тРЛ1 в ми-
тохондрии, и нарушения ее работы влияют на ко-
личество молекул тРЛ1 в митохондриях [40]. Для
выяснения молекулярных механизмов, лежащих
в основе этих эффектов, требуются дальнейшие
исследования.

Исследования, направленные на использова-
ние импорта тРНК в качестве инструмента ген-
ной терапии, технически достаточно сложны.
Тем не менее, за последние 15‒20 лет в этой обла-
сти достигнут существенный прогресс. Разрабо-
тано несколько стратегий супрессии патогенных
мутаций в мтДНК человека на основе импорта
РНК. Однако все они имеют некоторые общие
недостатки, значительно снижающие их терапев-
тический потенциал. Среди наиболее важных не-
достатков нужно отметить низкую эффектив-
ность и временный режим действия обсуждаемых
подходов. Эти трудности удалось частично пре-
одолеть. Показано, что введение дезоксирибону-
клеотидов в “терапевтические” РНК или химиче-
ские модификации их рибонуклеотидов увеличива-
ют продолжительность жизни этих молекул [41].
Разработан метод доставки РНК в митохондрии,
основанный на обратимой конъюгации РНК с хо-
лестерином [42]. Эти подходы потенциально важны
для повышения терапевтической эффективности

импорта РНК. В любом случае, исследования в
этом направлении должны быть продолжены.

В настоящее время в научном сообществе ак-
тивно обсуждается возможность внесения на-
правленных изменений в митохондриальный ге-
ном при помощи системы CRISPR/Cas9. Эта тех-
нология признана самым мощным инструментом
редактирования геномов живых существ. мтДНК
человека может быть отредактирована с помо-
щью рекомбинантных нуклеаз типа “цинковые
пальцы” [43‒45] или технологии TALEN [46]. В
этих системах не используются РНК, и в мито-
хондрии импортируются только белки. В случае
системы CRISPR/Cas9 в органеллы должны по-
ступить как белок, так и РНК. В последнее время
в данной области достигнут некоторый прогресс.
Показано, что гидовые РНК, содержащие описан-
ные детерминанты импорта, а также белок Cas9 с
пришитой к нему сигнальной последовательно-
стью, проникают в митохондрии клеток человека
[47]. Использование системы CRISPR/Cas9 в мито-
хондриях, по-видимому, представляет собой не-
сколько более сложную задачу по сравнению с
традиционным редактированием яДНК. Тем не
менее, экспериментально показана возможность
функциональной активности этой системы в ми-
тохондриях человека [47]. Недавно с использова-
нием метода CRISPR/Cas9 в мтДНК Danio rerio бы-
ла вставлена экзогенная последовательность. Более
того, эта ДНК передавалась из поколения F0 в F1
[48]. Эти данные позволяют надеяться, что будет
разработана эффективная система CRISPR/Cas9
для редактирования мтДНК.
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40 YEARS OF STUDYING RNA IMPORT INTO MITOCHONDRIA: 
FROM BASIC MECHANISMS TO GENE THERAPY STRATEGIES

P. A. Kamenski1, *, I. A. Krasheninnikov1, I. Tarassov2, **
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Mitochondria of many living species internalize nuclear DNA-encoded ribonucleic acids. The pools of im-
ported RNA molecules, as well as fine mechanisms of these processes, are highly species-specific. To date,
baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae are the best studied in this regard. Moreover, the processes of yeast
RNA mitochondrial import have been the basis of modeling several gene therapy strategies aimed to palliate
negative effects of pathogenic mutations in human mitochondrial DNA. In this review, we summarize our
current knowledge about the molecular events taking place in course of yeast RNA import into mitochondria.
Also, we describe how this process can be used for compensation of pathogenic mutations in mitochondrial
genomes of humans.

Keywords: mitochondria, non-coding RNAs, RNA import, targeting, mitochondrial translation, mitochon-
drial diseases, gene therapy, yeast
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