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Миодистрофия Дюшенна (МДД)  — распространенное на-
следственное заболевание, развивающееся вследствие мутации 
в гене DMD, кодирующем дистрофин. В настоящем обзоре рас-
смотрены основные экспериментальные терапевтические под-
ходы, основанные на генной терапии. Вирусная доставка микро- 
и минидистрофина в мышечные клетки обладает неоспоримым 
преимуществом — независимостью от типа мутации в гене DMD, 
однако обеспечивает лишь временный эффект. При повышении 
уровня утрофина специфичность мутации также не имеет значе-
ния, однако данный белок не  может полноценно заменить дис-
трофин. Препараты, способствующие чтению через стоп-кодон, 
отличаются низкой эффективностью и подходят лишь 10–15% 
пациентов с МДД. Принимая во внимание доминирующий тип му-
тации при МДД, самым многообещающим подходом для лечения 
является пропуск экзона, который подойдет 90% больных. Он мо-
жет быть осуществлен как антисмысловыми олигонуклеотидами, 
так и  с  помощью системы геномного редактирования CRISPR/
Cas9. Наиболее перспективным подходом следует считать 
CRISPR/Cas9-опосредованный пропуск экзона, в  связи с  тем, 
что он позволяет внести необходимые изменения в геном с боль-
шой эффективностью в результате однократного применения.

Ключевые слова: миодистрофия Дюшенна, дистрофин, 
генная терапия, пропуск экзона, антисмысловой олигонуклео-
тид, CRISPR/Cas9.

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a common genetic dis-
ease which develops as a result of a mutation in the gene encod-
ing dystrophin. In  this review, the main experimental therapeutic 
approaches based on  gene therapy are described. Independence 
of the type of mutation in the DMD gene is an advantage of the vi-
ral delivery of  micro- and minidystrophin in  muscle cells, but this 
method provides only a temporary effect. The specificity of the mu-
tation also does not matter with an increase in the level of utrophin, 
however, this protein cannot fully replace dystrophin. The drugs 
which promote reading through the stop codon have low efficiency 
and are suitable for only 10–15% of patients with DMD. The most 
promising approach for the treatment of DMD is the exon skipping, 
which will suit 90% of patients. It can be implemented by antisense 
oligonucleotides or  using the CRISPR/Cas9  genome editing sys-
tem. CRISPR/Cas9-mediated exon skipping is  thought to  be  the 
most promising approach, because it allows to make the necessary 
changes in the genome with great efficiency after single application.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy, dystrophin, gene 
therapy, exon skipping, antisense oligonucleotide, CRISPR/Cas9.

Введение
Миодистрофия Дюшенна (МДД, OMIM#310200)  — 

рецессивное Х-сцепленное наследственное заболева-
ние, проявляющееся поражением скелетной мускула-
туры, гладкомышечной ткани, нервной, пищеварительной 
и  выделительной систем, а  также миокарда. Так как 
МДД является Х-сцепленной патологией, ей  страдают 
в  большинстве случаев мужчины, которые являются 
гемизиготами по Х-хромосоме. Носительницы женского 
пола не проявляют никаких признаков патологии, однако 
примерно 2,5–20% женщин-носителей могут иметь 
слабые симптомы заболевания, такие как повреждение 
мышц и нарушение сердечного ритма [1, 2]. Более тяже-
лые проявления можно выявить у девочек с синдромом 
Шерешевского-Тернера (кариотип 45, X0) [3].

МДД диагностируют в среднем у 1 из 3500 мальчиков. 
Клинические проявления МДД обычно регистрируют впер-
вые к 3–5 годам жизни: отмечая слабость проксимальных 
мышц ног и таза, которая затем распространяется на руки, 
шею и  другие области  [4]. По  мере прогрессирования 
болезни происходит гибель миоцитов, атрофия мышеч-
ных волокон, постепенное замещение мышечной ткани 

жировой и  фиброзной тканью. Часто возникает и  про-
грессирует сколиоз. К  13  годам более 95% пациентов 
оказываются прикованными к  инвалидному креслу  [4]. 
Моторные нарушения у части больных сочетаются с пси-
хокогнитивными расстройствами [5], генез которых будет 
описан далее. Около 73% больных имеют различные про-
явления патологии сердца (тахикардия, аритмии), которые 
впервые диагностируют в возрасте 6–7 лет, а к 20 годам 
наблюдают у  95% больных. Недостаток дистрофина 
также является причиной развития кардиомиопатии. 
Прогрессирующая атрофия кардиомиоцитов и замещение 
их фиброзной тканью приводят к атрофии и фиброзу мио-
карда (особенно левого желудочка) [6]. Дыхательная недо-
статочность является самой распространенной причиной 
смерти пациентов с МДД [7] и развивается в результате 
ряда факторов: из-за  слабости поперечно-полосатой 
мускулатуры возникает нарушение акта глотания, что 
ведет к  периодической аспирации, гипоксемии и  гипер-
капнии, развитию ателектазов; формирование сколиоза 
в  грудопоясничном отделе позвоночника вызывает сни-
жение жизненной емкости легких и  эпизоды апноэ  [8]. 
В первом десятилетии жизни превалируют обструктивные 
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нарушения, а во втором — гиповентиляция [9]. В 16–18 лет 
большинство пациентов часто болеет тяжелыми респи-
раторными инфекциями, нередко с  летальным исходом. 
Средняя продолжительность жизни пациентов составляет 
примерно 19 лет при отсутствии лечения, однако примене-
ние кортикостероидов, искусственная вентиляция легких 
во время сна, лечебная физкультура могут продлить жизнь 
до 30 лет [10, 11].

Патогенез МДД и ген дистрофина
Ген дистрофина (DMD) расположен на  коротком 

плече хромосомы Х и является одним из самых длинных 
в геноме человека (2,22 млн пар нуклеотидов), насчиты-
вает 79 экзонов, а кодируемый им белок с молекулярным 
весом 427  кДа содержит около 3700  аминокислотных 
остатков [12]. Время синтеза мРНК дистрофина состав-
ляет около 16 ч. [13].

Дистрофин входит в состав костамера — белкового 
комплекса, отвечающего за  соединение саркомеров, 

плазматической мембраны мышечного волокна и бел-
ков внеклеточного матрикса  [14] (рис.  1), соединяет 
синтетазы окиси азота нейронального типа (nNOS) 
с  сарколеммой через гликопротеиновый комплекс 
белков, что важно для регуляции притока крови 
к мышцам. Также члены гликопротеинового комплекса 
являются основными компонентами различных сиг-
нальных путей [16].

Ген DMD имеет три основных промотора (M, B и P), 
которые инициируют транскрипцию полноразмерного 
дистрофина Dp427, другие промоторы ответственны 
за транскрипцию более мелких изоформ белка (рис. 2). 
С  промотора М  экспрессируется изоформа Dp427m 
(muscle), характерная для поперечно-полосатой ске-
летной и сердечной мускулатуры [17]; с промотора В — 
изоформа Dp427c (cortex), которая экспрессируется 
в  нейронах коры головного мозга  [18]; с  промотора 
Р  — изоформы Dp427p1  и  Dp427p2 (Purkinje), кото-
рые экспрессируются в  клетках Пуркинье головного 

Рис. 1. Дистрофин-ассоциированный белковый комплекс: αDG, βDG — α, β — дистрогликаны; nNOS — синтетаза окиси азота 
нейронального типа; CYS — цистеин богатый домен; СООН — С-концевой домен; NH2 — N-концевой актин-связывающий домен 
(по [15] с изм.)

Рис. 2. Доменные структуры различных изоформ дистрофина: CR — цистеин-богатый домен; CT — С-концевой домен; NT — 
N-концевой домен; H1-H4 — шарнирные участки
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мозга  [19]. Эти изоформы отличаются N-концевой 
аминокислотной последовательностью  [16–18]. 
Изоформы Dp260-1  и  Dp60-2  экспрессируются аль-
тернативным промотором, расположенном в  интроне 
29, и  присутствуют в  сетчатке  [20]. Изоформа 
Dp140 в основном экспрессируется во время развития 
мозга плода (с  помощью альтернативного промотора 
в интроне 44) и потеря Dp140 связана с более высоким 
риском когнитивных нарушений при МДД и мышечной 
дистрофии Беккера (МДБ)  [21]. Для пациентов без 
изоформы дистрофина Dp140  характерно сниже-
ние плотности серого вещества мозга и  нарушение 
нейрокогнитивных функций  [22]. Изоформа Dp71 
(известно четыре изоформы: Dp71, Dp71a, Dp71b, 
Dp71ab) экспрессируется альтернативным промо-
тором, расположенным в  интроне 62  и  присутствует 
во всех клетках [23]. Мыши с нулевым Dp71 не имеют 
такой же  мышечной патологии, как мыши mdx (мыши 
с нонсенс мутацией в 23 экзоне, отсутствует изоформа 
Dp427), но  демонстрируют аномальное поведение 
и  когнитивные нарушения, например, плохое про-
странственное обучение [24, 25]. Короткие изоформы 
белка Dp71  и  Dp140  были обнаружены в  высоких 
концентрациях в пораженных участках мозга у мышей 
mdx3cv (мыши со сниженной экспрессией всех извест-
ных изоформ дистрофина) [26, 27]. Это дает основание 
предполагать, что они могут играть существенную 
роль в  развитии МДД с  умственными нарушениями. 
Dp116  является специфичной изоформой дистро-
фина для Шванновских клеток в  периферической 
нервной системе  [28]. Dp40 (известно пять изоформ: 
Dp40, Dp40с, Dp40b, Dp40ab, Dp740bc) является 
самой короткой изоформой дистрофина, экспрес-
сируется в  нейронах гиппокампа и  взаимодействует 

с  различными пресинаптическими белками  [29, 30]. 
Таким образом, расположение мутации в  гене DMD 
может определять фенотипический профиль пациента 
через экспрессию этих изоформ.

Мутации в  гене DMD при МДД приводят к  полному 
отсутствию белка дистрофина или его присутствию 
в  незначительных количествах в  клетках, где в  норме 
экспрессируется дистрофин. В  отсутствие дистрофина 
мышечные волокна становятся хрупкими, что вызывает 
разрыв сарколеммы, увеличение их проницаемости при 
сокращении мышц обусловливает выход растворимых 
ферментов, таких как креатинкиназа, из  клеток и  про-
никновение внутрь ионов кальция и  других ионов  [31]. 
Инвазия иммунных клеток и  травма мышц приводят 
к массивному воспалению, апоптозу и некрозу [32, 33]. 
Происходит окислительный стресс в  клетках, который 
так же способствует повреждению мышц [34].

Любые мутации в  гене DMD, связанные с  обра-
зованием преждевременного стоп-кодона, являются 
причиной возникновения МДД. Чаще всего это делеции 
и вставки, сдвигающие рамку считывания и вызывающие 
преждевременное прекращение трансляции и  нонсенс-
опосредованный распад мРНК [35]. По правилу Монако 
делеции (в пределах центрального домена), нарушающие 
рамку считывания, приводят к тяжелому фенотипу МДД, 
тогда как делеции, сохраняющие рамку считывания  — 
к  более мягкому фенотипу  — МДБ  [36] (рис. 3). Это 
правило было доказано примерно у 91% из 4700 паци-
ентов, включенных в  базу данных Leiden  [37]. В  случае 
мутаций, не нарушающих рамку считывания, дистрофин 
становится укороченным, но  в  зависимости от  мутации 
частично функционирующим. Многие пациенты с  МДБ 
сохраняют способность к самостоятельному передвиже-
нию до 35–40-летнего возраста [38].

Рис. 3. Примеры мутаций гена DMD в экзонах 41–46 и соответствующие фенотипы: МДБ — мышечная дистрофия Беккера; 
МДД — мышечная дистрофия Дюшенна; изогнутые грани указывают на то, что экзон начинается или заканчивается неполным 
триплетом и для кодирования полного кодона необходим предшествующий или последующий экзон (пример: экзоны 43–46)
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Знание молекулярно-генетических причин и  патоге-
неза этих двух наследственных форм нарушения дистро-
фина является основой генной терапии МДД: необяза-
тельно исправлять мутацию, приводящую к заболеванию, 
или добавлять нормальную копию гена DMD, достаточно 
восстановить рамку считывания и даже в случае утраты 
некоторых экзонов, получить укороченный, но  функцио-
нирующий дистрофин, что существенно улучшит прогноз 
у  таких пациентов. Есть основания предполагать, что 
даже низкая экспрессия дистрофина (4–15% от нормы) 
существенно улучшит состояние пациентов. [39, 40].

Оценки распространенности различных типов мута-
ций различаются, но последние сообщения показывают, 
что 69% пациентов с  МДД имеют крупные делеции, 
11%  — крупные дупликации, 10%  — нонсенс-мутации, 
7% — миссенс-мутации или инделы, а 3% — интронные 
или другие мутации  [41]. Было обнаружено, что чаще 
всего делеции происходят в  локусах, затрагивающих 
экзоны со 2 по 20 и с 45 по 55 [41].

Генно-терапевтические подходы к лечению МДД
Сверхэкспрессия дистрофина
Применяемое в  настоящее время противовос-

палительное лечение кортикостероидами позволяет 
замедлить развитие болезни, однако не  отличается 
высокой эффективностью и  сопряжено с  побочными 
эффектами  [42, 43]. Этиотропное лечение всегда 
является предпочтительным, так как устраняет причину 
заболевания, в данном случае — мутацию в гене DMD. 
Один из подходов терапии — восстановление экспрес-
сии дистрофина. При помощи классической генной 
терапии можно восстановить экспрессию дистрофина 
путем доставки кодирующей последовательности гена 
DMD в  мышечные клетки. Чаще всего для этих целей 
используют вирусные векторы, а  ген может быть как 
полным, так и  c  уменьшенной кодирующей последо-
вательностью. Благодаря многочисленным работам 
по  оптимизации размеров мини- и  микродистрофина 
стало ясно, что особо важными участками являются 
актин-связывающий, цистеин-богатый и  С-концевой 
домены [44, 45] (рис. 4).

С  целью разработки терапии МДД в  мире было 
проведено много исследований с  использованием 
ленти-  [46–48], адено-  [49–51], аденоассоциирован-
ного (ААВ)  [52–56] вирусов, а  также искусственных 
хромосомных векторов  [57, 58]. Любой из  вирусных 
векторов может вызвать развитие иммунного ответа 
в  организме, проявляющегося повышением уровня 
печеночных трансаминаз, интерлейкинов, а также грип-
поподобными симптомами, особенно в случае повторных 

введений  [59, 60]. Несмотря на  относительно большую 
емкость ленти- и  аденовирусов, эти векторы редко 
используют в  экспериментах из-за  описанных выше 
иммунных реакций, токсичности  [61] и  инсерционного 
мутагенеза  [62]. Искусственные хромосомы  — это 
сложные и  крупные конструкции, являющиеся, по  сути, 
микрохромосомами. Они относительно стабильны, 
не интегрируются в геном и при этом обладают большой 
емкостью, однако из-за  значительных размеров ими 
гораздо труднее трансфицировать клетки [63].

ААВ  — семейство непатогенных одноцепочечных 
ДНК-вирусов нескольких серотипов со  специфическим 
клеточным тропизмом, на  основе которых с  помощью 
генной инженерии созданы ААВ векторы. Например, 
ААВ2  имеет одинаковую умеренную эффективность 
трансдукции в  клетки печени, легких, скелетных мышц 
и  ЦНС, в  то  время как ААВ9  имеет тропность к  такому 
же  широкому спектру тканей, однако трансдуцирует 
клетки с  большей эффективностью  [64]. Известно, что 
ААВ2, ААВ8 и ААВ9 являются наиболее эффективными 
серотипами для трансдукции кардиомиоцитов, гладких 
миоцитов и  клеток скелетной мышечной ткани  [64], 
следовательно, подходят для использования в  терапии 
МДД. ААВ векторы отличаются высокой безопасностью 
по  сравнению с  адено- и  лентивирусами (за  счет мини-
мальных иммунных реакций и отсутствия инсерционного 
мутагенеза) и эффективностью трансдукции поперечно-
полосатой мускулатуры [65].

Опубликованные в  литературе результаты иссле-
дований свидетельствуют о  вариабельном иммунном 
ответе на  ААВ векторы у  разных животных  — описаны 
низкая иммуногенность у  мышей и  сильные иммун-
ные реакции у  собак. Вероятной причиной иммунных 
реакций может быть высокая экспрессия трансгена, 
доставляемого ААВ2  вектором у  собак  [53]. Однако 
в дальнейшем авторы этой работы показали, что имму-
ногенность зависит также от  используемого серотипа 
вируса и способа введения [54]. Для векторов на основе 
AAВ8  и  AAВ9  характерна сниженная по  сравнению 
с ААВ2 активация Т-лимфоцитов, особенно при их вве-
дении новорожденным здоровым щенятам [66]. При вну-
тримышечном и  внутривенном введении трансгенного 
микродистрофина, включенного в  эти векторы, проде-
монстрирована высокая экспрессия в  кардиомиоцитах 
и клетках скелетной мышечной ткани собак с МДД [54].

Основным недостатком ААВ является низкая 
пакующая емкость вектора, то  есть максимальный 
размер гена, который можно клонировать в  вектор, 
не превышает 4,7 Кб [66], в то время как длина кДНК 
дистрофина составляет 14  кб. Показано, что для 

Рис. 4. Доменные структуры 
дистрофина, мини- 
и микродистрофина. Дистрофин 
содержит 4 структурных 
домена: NT — N-концевой актин-
связывающий домен; центральный 
домен, содержащий 24 спектрин-
подобных повтора (1–24) и 4 
«шарнирных» участка (H1-H4); 
CR — цистеин-богатый домен, 
связывающий β-дистрогликан; CT — 
С-концевой домен, связывающий 
дистробревины и синтрофины; 
AB — актин-связывающий 
домен; nNOS — синтетаза окиси 
азота нейронального типа; DG — 
дистрогликан; Dbr — дистробревин; 
Syn — синтрофин
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полноценной работы дистрофина важны N-концевые 
актин-связывающие и  богатые цистеином домены, 
в  то  время как домены в  центре белка являются 
необязательными  [67]. Данные о  роли структурных 
доменов дистрофина позволили разработать высоко-
функциональные мини- и  микродистрофины, размер 
которых позволяет клонировать их практически во все 
известные типы векторов (рис. 4).

Несмотря на  то, что размер минидистрофина 
не позволяет использовать его в составе ААВ вектора, 
в  последние годы появились методы, основанные 
на двойных и тройных системах ААВ-доставки, которые 
в  перспективе можно будет применять при разработке 
терапии МДД  [68]. В  этом случае в  разные ААВ кло-
нируют две части гена DMD с  перекрытием в  области 
центрального домена, и  в  результате гомологичной 
рекомбинации, конкатамеризации и  т. п. получают ген 
полного мини-дистрофина. В экспериментах на 12-мес. 
собаках с  МДД показано значительное уменьшение 
патологических изменений в  мышцах и  сохранение 
их  мышечной силы после нагрузки при внутримышеч-
ном введении этих конструкций  [69]. Есть примеры 
ААВ доставки полного гена дистрофина с  помощью 
«тройного» метода  [70]. Кроме того, существует метод 
сборки крупных белков, основанный на  использовании 
интеинов  [71], позволяющий разделить большой ген 
на  две части и  поместить его в  два отдельных вектора 
с  частями интеина. В  клетке обе кассеты экспрессиру-
ются и  интеин собирается из  двух доменов, после чего 
самостоятельно вырезается из  белка, что приводит 
к  сборке крупного белка, например, дистрофина  [72]. 
Эффективность транс-сплайсинга с помощью интеинов 
невысока, однако есть положительные примеры при-
менения такого подхода для CRISPR-опосредованной 
вставки различных фрагментов ДНК в  составе ААВ 
вектора в мозг здоровой мыши [73].

Во  время 1/2a фазы клинического исследования 
микродистрофин в  составе вектора AAVrh74  достав-
ляли внутривенно 4 мальчикам с МДД (NCT03375164). 
Промотор MHCK7  в  векторе обеспечивал тканеспе-
цифичную (только в  поперечно-полосатой скелетной 
мускулатуре) экспрессию микродистрофина. В  про-
межуточных результатах при биопсии мышц было 
показано, что синтез микродистрофина до  38–53% 
от нормы наблюдали в 81,2% мышечных волокон. Было 
зарегистрировано снижение уровня фермента креатин-
киназы в крови более чем на 78% от исходного уровня 
через 2  мес. лечения. Участники показали улучшение 
по всем 4 функциональным параметрам, оцениваемым 
в исследовании: амбулаторная оценка NSAA (17-балль-
ная рейтинговая шкала, которая используется для 
измерения функциональных двигательных способно-
стей у детей с ДМД), время подъема, тест восхождения 
на 4 ступеньки и 100-метровый тест на время. Средний 
показатель NSAA улучшился на 6,5 баллов по сравне-
нию с исходным уровнем в первые 90 сут. [74].

Основываясь на  многообещающих результатах экс-
периментов у  собак с  мышечной дистрофией (модель 
GRMD) [75], несколько конструкций находятся на разных 
фазах клинических исследований (NCT00428935, 
NCT03362502).

Таким образом, ААВ вектор является наиболее 
подходящим для доставки полноразмерного гена DMD 
или его коротких вариантов в  кардиомиоциты, гладкие 
миоциты и  клетки скелетной мышечной ткани, а  совер-
шенствующиеся ежегодно подходы по  ААВ доставке 
позволяют надеяться на скорую разработку безопасной 
и эффективной технологии лечения МДД.

Суррогатная генная терапия
Ряд генов могут служить суррогатами (то  есть 

частично заменять) дистрофина, защищая скелетные 
миофибриллы от  повреждения. Одним из  таких генов 
является UTRN, который на 80% гомологичен гену DMD 
и  кодирует белок утрофин  [76, 77]. Утрофин, схожий 
по  структуре и  функциям с  дистрофином, функциони-
рует только во  внутриутробном периоде и  к  моменту 
рождения заменяется на дистрофин, в клетках остаётся 
только небольшая часть белка. Эксперименты на лабо-
раторных мышах mdx (мыши с  нонсенс-мутацией 
в  экзоне 23  гена Dmd) показали, что утрофин может 
частично функционально заменять дистрофин  [78, 
79] и  увеличение концентрации утрофина во  всех 
тканях мышей mdx не является токсичным [80]. Однако 
утрофин не  может обеспечить соединение синтетазы 
окиси азота нейронального типа (nNOS) с сарколеммой 
через гликопротеиновый комплекс белков, что важно 
для регуляции притока крови к мышцам (рис. 1). Также 
известно, что утрофин, в отличие от дистрофина, не уча-
ствует в организации микротрубочек [81].

Были идентифицированы две полноразмерные 
изоформы утрофина: утрофин А  экспрессируется 
в  волокнах скелетных мышц и  представляет больший 
интерес для использования в лечении МДД, чем утрофин 
B, находящийся в эндотелии сосудов [82]. Уровень утро-
фина в  клетках можно увеличить ААВ-опосредованной 
доставкой гена утрофина, микроутрофина  [83] или 
активацией транскрипции  [84]. Изучение механизма 
транскрипционного контроля утрофина выявило новые 
мишени для фармакологического воздействия  [85]. 
В частности, описание промотора утрофина-А иницииро-
вало поиск малых молекул, которые могут стимулировать 
транскрипцию гена. Высокопроизводительный скрининг 
позволил идентифицировать ряд малых молекул  — 
BMN195, SMT C1100, которые сейчас изучают на ран-
них стадиях клинических исследований (NCT02383511, 
NCT02056808, NCT02858362).

В  первой фазе клинических исследований 
(NCT02383511) препарата эзутромид (SMT C1100, 
Summit PLC, Великобритания), являющегося модуля-
тором утрофина за  счет активации промотора гена 
UTRN  [83], были продемонстрированы безопасность 
и  хорошая переносимость препарата во  всех исследу-
емых дозах. Было зарегистрировано снижение уровня 
фермента креатинкиназы в  крови, что свидетельствует 
о  повреждении мышц  [86]. Однако в  1b фазе плацебо-
контролируемого клинического исследования не  было 
обнаружено изменения уровня креатинкиназы по  срав-
нению с группой плацебо [87].

Ген GALGT2 также является суррогатом дистрофина, 
кодирует β-1,4-N-ацетилгалактозаминилтрансферазу 
(GalNAc), сверхэкспрессия которого индуцирует 
экспрессию утрофина, ламинина, а  также вызывает 
гликозилирование α-дистрогликана, что повышает 
устойчивость сарколеммы к  повреждениям  [88]. 
В  эксперименте с  трансгенными мышами сверх-
экспрессия Galgt2  приводила к  увеличению синтеза 
утрофина до 538% от нормы и саркогликана до 660% 
от нормы [89]. При AAVrh74-опосредованной доставке 
гена Galgt2  мышам mdx было показано, что чрезмер-
ная экспрессия Galgt2  обеспечивала значительную 
устойчивость к травмам мышц [90, 91].

Основной задачей клинического исследования 1/2a 
фазы (NCT03333590) rAAVrh74.МCК.GALGT2  явля-
ется оценка безопасности внутриартериального введения 
вирусного вектора AAVrh74, кодирующего ген GALGT2 
(с ткане-специфическим промотором MCK). Клиническое 
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исследование аналогичного вектора для внутримышеч-
ного введения было отменено (NCT02704325).

Миостатин (надсемейство трансформирующих 
факторов роста)  — белок, подавляющий рабдомио-
гистогенез. Известно, что при нокауте гена MSTN, 
кодирующего миостатин, вес животных при рождении 
несколько меньше среднего, но  к  моменту полового 
созревания они вдвое превосходят по  массе особей 
дикого типа, что установлено при изучении лабора-
торных грызунов, гончих собак, коров и  овец  [92]. 
Миостатин состоит из ингибирующей N-концевой про-
пептидной области, небольшого инвариантного сайта 
расщепления и  области, кодирующей активный (зре-
лый) пептид. Активная молекула появляется в резуль-
тате протеолитического расщепления и димеризации, 
однако миостатин остается неактивным из-за  обра-
зования комплекса с  пропептидом (рис. 5А). В  норме 
после связывания с  рецептором происходит диссо-
циация комплекса и  образование активной формы 
миостатина. Зрелый пептид миостатина активирует 
рецептор активина типа IIB (ActR-IIB) и инициирует сиг-
нальный каскад, который в  конечном итоге приводит 
к изменениям в транскрипции специфичных для мышц 
генов, ингибирующих рост миобластов (рис. 5Б).

Биофармацевтические стратегии использования 
ингибиторов миостатина связаны с применением нейтра-
лизующих моноклональных антител как к самому миоста-
тину (например, молекула MYO-029/Stamulumab, Wyeth 
Pharmaceuticals, США), так и к его рецептору (молекула 
BYM-338/Bimagrumab, Novartis, Швейцария), а  также 
за счет растворимых рецепторов к миостатину (молекула 
ACE-031, Acceleron Pharma, США). В  экспериментах 
с  мышами mdx антитела к  миостатину вызывали 30% 
увеличение мышечной массы за  3  мес.  [93], однако 

во  время двойного слепого плацебо-контролируемого 
клинического исследования молекула MYO-029  была 
признана безопасной, но  не  приводила к  улучшению 
сокращения мышц или замедлению прогрессирования 
болезни  [94]. Молекула ACE-031  оказалась эффектив-
ным ингибитором миостатина даже у  здоровых мышей, 
при внутримышечном введении ACE-031  мышечная 
масса увеличивалась до 46%, по сравнению с контроль-
ной группой  [95], однако клинические исследования 
с  этим соединением были остановлены из-за  побочных 
эффектов в виде носовых кровотечений и кровоточиво-
сти десен, которые, возможно, развиваются в результате 
связывания ActRIIB с лигандами, участвующими в ангио-
генезе, что приводит к ингибированию последнего [96].

Еще одним способом ингибирования активности 
миостатина является нокдаун гена с  помощью малых 
интерферирующих РНК (siRNA)  [97] или малых РНК, 
образующих шпильки (шпилечная РНК, shRNA)  [98]. 
Было показано, что при введении Mst-shRNA в переднюю 
большеберцовую мышцу здоровых крыс, экспрессия 
миостатина снижалось на  27% от  исходного значения 
и мышечная масса увеличивалось на 10% [98]. Однако 
исследования по  нокдауну миостатина на  животных 
с МДД на сегодняшний день еще не проводились.

Чтение через стоп-кодон
Приблизительно 10–15% МДД вызваны точечными 

мутациями, приводящими к  образованию преждевре-
менного стоп-кодона. Стоп-кодоны, в  свою очередь, 
вызывают преждевременную остановку синтеза белка 
дистрофина и  в  результате происходит синтез усечен-
ного нефункционального белка  [99]. Кроме того, мРНК 
при таких мутациях претерпевает нонсенс-опосредо-
ванный распад. Было показано, что аминогликозидные 

Б

А

Рис. 5. Миостатин и схема ингибирования миостатина: А — миостатин; Б — схема ингибирования миостатина (по [78] с изм.); 
ActR-IIB — рецептор активина типа IIB
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антибиотики могут способствовать чтению через стоп-
кодон [100, 101].

По  результатам исследований in  vitro и  на  мышах 
mdx in vivo с нонсенс-мутацией в экзоне 23 обнаружили, 
что введение гентамицина восстанавливает экспрессию 
дистрофина до 20% от нормы в скелетных мышцах [102]. 
Однако в клинических исследованиях, кроме повышения 
уровня экспрессии дистрофина у  пациентов  [103], 
был выявлен побочный эффектом гентамицина  — его 
нефро- и ототоксичность [104].

Аталурен (Translarna, PTC Therapeutics, США)  — 
препарат, разработанный для пропуска преждевре-
менных стоп-кодонов, имеет меньшую токсичность, 
чем гентамицин. Аталурен связывается с рибосомной 
РНК и  ухудшает распознавание преждевременного 
стоп-кодона, что позволяет восстановить трансляцию 
и  синтез модифицированного дистрофина. Во  время 
фазы 2А клинического исследования (NCT00264888) 
было показано, что препарат безопасен и  хорошо 
переносится  [105]. Во  время рандомизированного 
двойного слепого плацебо-контролируемого клиниче-
ского исследования в  фазе 3 (NCT01826487)  [106] 
было выявлено, что препарат не  улучшает физиче-
ские показатели пациентов по  сравнению с  группой 
плацебо, однако способствует замедлению развития 
болезни, в результате чего аталурен получил условное 
одобрение Европейского агентства по лекарственным 
средствам с августа 2014 г. В то же время, FDA (Food 
and Drug Administration) пока не одобрил аталурен для 
лечения МДД в силу отсутствия доказанной эффектив-
ности препарата. Компании рекомендовано провести 
дополнительные проспективные исследования аталу-
рена для доказательства эффективности препарата 
у  больных МДД  [107]. В  настоящее время аталурен 
доступен в  Европе для лечения пациентов в  возрасте 
от  2  лет с  нонсенс-мутациями в  гене DMD, тогда как 
в  США аталурен все еще находится на  стадии клини-
ческих исследований в фазах 2 и 3. Антибиотик суль-
фат арбекацина (NPC-14) имеет такой же  механизм 

действия, как и аталурен, и сейчас находится на стадии 
клинических исследований в фазе 2 (NCT01918384) 
в Японии [108].

Пропуск экзонов
Так как большинство случаев МДД связаны 

с  делециями и  дупликациями, нарушающими рамку 
считывания, то  основной разрабатываемой страте-
гией терапии является пропуск экзона, содержwащего 
мутацию, или соседних экзонов, что приводит к  вос-
становлению рамки считывания и  возобновлению 
экспрессии укороченного дистрофина. При наличии 
сдвигающей рамку считывания делеции или нон-
сенс-мутации с  помощью исключения одного или 
нескольких экзонов можно добиться того, чтобы вся 
последующая часть гена транслировалась в  правиль-
ной рамке  [109]. Трансляция неполного, но  сохраня-
ющего хотя бы  частичную функциональность белка, 
может значительно улучшить состояние пациентов 
с МДД, особенно если лечение было начато в раннем 
возрасте [110]. Восстановление экспрессии частично 
функционального дистрофина может преобразовать 
МДД с тяжелым фенотипическим проявлением в МДБ. 
Таким образом, стратегии пропуска экзона давно при-
влекли внимание в  качестве потенциальной терапии 
при МДД  [111–113]. Данный метод лечения может 
помочь большинству пациентов с  МДД. Исключения 
будут составлять делеции, разрушающие актин-свя-
зывающие домены в  N-концевой области или затра-
гивающие первый или последний экзоны и  крупные 
хромосомные перестройки. Однако вышеперечислен-
ные мутации достаточно редки и  вместе составляют 
менее 10% от  всех описанных мутаций в  гене DMD. 
Таким образом, экспрессию функционального или 
частично функционального белка можно восстановить 
при помощи пропуска экзонов теоретически примерно 
у 90% пациентов с МДД [114, 115].

В  настоящее время проводятся исследования 
по  пропуску экзона с  помощью антисмысловых 

Рис. 6. Схема пропуска экзона 43 с помощью антисмысловых олигонуклеотидов: АОН — антисмысловой олигонуклеотид; 
изогнутые грани указывают на то, что экзон начинается или заканчивается неполным триплетом и для кодирования полного 
кодона необходим предшествующий или последующий экзон (пример: экзоны 43–46)
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олигонуклеотидов (АОН) и  системы редактирования 
CRISPR/Cas9 [116, 117].

АОН являются химически синтезированными корот-
кими (~20–30  оснований) нуклеиновыми кислотами, 
которые предназначены для связывания с  компле-
ментарными последовательностями пре-мРНК  [118]. 
С  помощью АОН можно исключить некоторые экзоны 
из зрелой мРНК в ходе сплайсинга за счет стерических 
помех в  работе сплайсеосомы (рис. 6). 2'-O-метил 
измененные олигомеры на  фосфоротиоатной основе 
(2'OMeAO) и  фосфородиамидат морфолино олигомеры 
(ФMO) чаще всего используют в  связи с  их  безопасно-
стью и  эффективностью относительно других соедине-
ний-аналогов [119, 120].

Доклинические исследования с  АОН проводили 
на мышах mdx  [121], mdx52 (мыши с делецией экзона 
52  в  гене Dmd)  [122] и  собаках  [123]. Было показано, 
что пропуск экзона с  помощью АОН восстанавливает 
экспрессию дистрофина до  26% от  нормы в  клетках 
скелетных мышц всего тела и  улучшает сократимо сть 
мышц  [122, 123]. Однако восстановление экспрессии 
дистрофина в кардиомиоцитах не было выявлено [114] 
или было обнаружено лишь в единичных клетках  [123]. 
Для повышения эффективности АОН в кардиомиоцитах 
тестируют новые виды ФМО [124].

На  сегодняшний день были изучены несколько 
конструкций АОН в  клинических исследованиях  [125, 
126], однако было показано, что исследуемые пре-
параты в  дозировке 2–30  мкг/кг  в  неделю неэффек-
тивны  [125], поэтому начали проводить клинические 
исследования с этими же АОН, используя более высокие 
дозы препарата: 30–80  мкг/кг  в  неделю. Стратегия 
пропуска экзона 51 подходит для лечения 13% больных 
МДД. АОН, подобранный к  экзону 51  — этеплирсен 
(Exondys 51, Sarepta Therapeutics, США) — может увели-
чить синтез дистрофина до 0,22–0,32% от нормы через 
1  год лечения  [127–129]. Препарат был одобрен FDA 
в 2016 г. в рамках ускоренной процедуры [130].

Следует отметить, что одобрение FDA пока предва-
рительное и  на  сегодняшний день все еще проводятся 
клинические исследования, чтобы дополнительно под-
твердить эффективность и безопасность препарата при 
лечении больных детей в возрасте 6–48 недель с дози-
ровкой больше 30  мкг/кг  в  неделю. Основными недо-
статками данного подхода являются временный характер 
изменений, что требует еженедельного внутривенного 
введения препарата, а также его стоимость — в среднем 
892 000  американских долларов в  год на  1  паци-
ента  [131]. Компания Sarepta Therapeutics (США) 
также разработала препарат голодирсен (SRP-4053), 
подобранный к экзону 53, однако в августе 2019 г. FDA 
не  одобрило голодирсен из-за  опасений нефротоксич-
ности и  риска инфицирования инфузионных портов. 
Нефротоксичность голодирсена была выявлена лишь 
во  время доклинических исследований и  в  настоящее 
время компании Sarepta Therapeutics рекомендовано 
провести дополнительные исследования для доказатель-
ства безопасности препарата.

В экспериментах на моделях мышей и собак с МДД 
положительный эффект от пропуска экзона с помощью 
АОН длится 2–3 мес., что требует повторного введения 
препарата. В  разных мышечных тканях наблюдается 
разная эффективность: в поперечно-полосатой сердеч-
ной мышечной ткани экспрессия дистрофина гораздо 
ниже, чем в скелетной, однако у мышей mdx даже низ-
кая экспрессия дистрофина в  кардиомиоцитах (3–5% 
от нормы) может задержать развитие сердечной недо-
статочности [132, 133].

Пропуск экзона также можно осуществить при 
помощи системы CRISPR/Cas9. Эта методика геномного 
редактирования состоит из двух основных компонентов: 
гидовой РНК (гРНК), необходимой для распознавания 
и  связывания с  целевой последовательностью ДНК, 
и белка Cas9, который обладает нуклеазной активностью 
и  способен создать двуцепочечный разрыв (ДЦР) ДНК 
в месте связывания гРНК с ДНК. При наличии донорной 
ДНК репарация ДЦР осуществляется с помощью направ-
ленной гомологичной репарации (НГР) или негомологич-
ного соединения концов (НГСК), при отсутствии — только 
с помощью НГСК (рис. 7, [134] с изм.) [135].

С помощью системы CRISPR/Cas9 и НГСК можно вос-
становить рамку считывания тремя способами (рис. 8).

После отработки условий пропуска экзона систе-
мой CRISPR/Cas9  in  vitro, исследования in  vivo про-
должали, в  основном, на  мышах mdx. Для доставки 
компонентов системы обычно использовали векторы 
ААВ8  или ААВ9. В  экспериментах пропуск экзона 
23  при эффективности редактирования ≈2% приво-
дил к  восстановлению синтеза дистрофина до  8% 
от нормы [136] или в зависимости от метода доставки: 
до  23,7±11,6% (внутрибрюшинно), 27,7±6,6% (ретро-
орбитально), 53,2±18,5% (внутримышечно) в  миоци-
тах и  до  52,4±14,3% (внутрибрюшинно), 71,1±21,0% 
(ретроорбитально), 69,7±19,8% (внутримышечно) 
в  кардиомиоцитах  [137]. Делеция экзона 44, которая 
встречается у  12% пациентов с  МДД, вызывает 
сплайсинг экзонов 43 и 45 и приводит к образованию 
преждевременного стоп-кодона. При удалении экзона 
43  или 45  открытая рамка считывания восстанав-
ливается. При проведении эксперимента у  мышей 
с  делецией экзона 44  и  в  индуцированных плюри-
потентных стволовых клетках (ИПСК) от  пациентов 
с МДД удалось повысить синтез дистрофина примерно 
в  10  раз  — до  94% от  нормального уровня  [138]. 
Эксперименты по  пропуску сразу нескольких экзонов, 
а  именно 45–55  [139], 21–23  [140], 52–53  [141] 

Рис. 7. Система CRISPR/Cas9: гРНК — гидовая РНК; 
ДЦР — двуцепочечный разрыв; НГСК — негомологичное 
соединение концов; НГР — направленная гомологичная 
репарация; PAM — нуклеотидный мотив перед 
протоспейсером (по [134] с изм.)
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у  мышей с  МДД, также были успешными. Например, 
при пропуске экзонов 21–23 у мышей mdx при помощи 
аденовирусной доставки системы CRISPR/Cas9  было 
выявлено восстановление экспрессии дистрофина 
до 50% от нормы [140].

Редактирование системой CRISPR/Cas9  проводили 
и у собак CKCS-MD (Кавалер Кинг Чарльз спаниели с мис-
сенс-мутацией в  интроне 50  гена дистрофина)  [142]. 
Векторы ААВ9, кодирующие Cas9  и  гРНК, вводили 
внутримышечно 1-недельным собакам CKCS-MD, что 
приводило к пропуску или рефреймингу экзона 51 и вос-
становлению синтеза дистрофина от 3 до 90% от нормы 
в зависимости от типа мышц.

Во  всех описанных экспериментах не  было обнару-
жено неспецифической активности Cas9  в  предсказан-
ных сайтах и иммунологического ответа.

Для развития подходов к  терапии системой 
CRISPR/Cas9  также были использованы ИПСК, 
полученные от  больных МДД  [143, 144]. В  одном 
из  последних исследований редактировали ИПСК 
с  делецией экзонов 48–50, с  дублированными 
экзонами 55–59  и  с  мутацией в  интроне 47, кото-
рая вызывала образование псевдоэкзона  [145]. 
Разрушение акцепторного сайта сплайсинга в экзоне 
51, что в  свою очередь приводит к  пропуску экзона 
51, позволило соединить экзоны 47  и  52  и  восста-
новить открытую рамку считывания в случае делеций 
экзонов 48–50. Данная терапия теоретически может 
исправить мутации примерно у 13% пациентов с МДД. 
При помощи двух направляющих РНК удалось про-
пустить псевдоэкзон и  исключить преждевременный 
стоп-кодон. Использование гРНК к  специфической 
последовательности между интроном 54  и  экзоном 
55  также позволило осуществить пропуск дублиро-
ванных экзонов 55–59. Разнообразие описанных 
подходов поможет разработать эффективный метод 
лечения, подходящий большинству больных МДД.

Редактирование системой CRISPR/Cas9  в  целом 
дает те же результаты, что и пропуск экзонов с помо-
щью антисмысловых олигонуклеотидов. Главное 
преимущество CRISPR/Cas9  состоит в  отсутствии 
необходимости повторного введения, в  отличие 
от АОН, так как последовательность ДНК необратимо 
меняется. Тем не  менее, необходимо установить 
возможные нецелевые эффекты и  долговременную 

эффективность в  доклинических исследованиях 
до начала клинических исследований у пациентов.

Проблема доставки генно‑инженерных 
конструкций
Внутримышечное введение генно-инженерных 

конструкций в  составе вирусных векторов для сверх-
экспрессии дистрофина или редактирования гена 
Dmd у мышей [137, 141] и собак [142, 146] вызывает 
значимое (до  53% от  нормы  [137]) и  длительное 
(в  случае с  CRISPR/Cas9  до  18  мес.  [147]) повы-
шение экспрессии экзогенного микродистрофина или 
его усеченной эндогенной формы. Есть основания 
полагать, что даже низкая экспрессия дистрофина 
(4–15% от нормы) существенно улучшает сокращение 
поперечно-полосатой скелетной мускулатуры  [132, 
148]. В одной из работ по пропуску экзона 23 у мышей 
mdx с помощью CRISPR/Cas9 дистрофин экспрессиро-
вался в 25% миофибрилл через 6 недель после внутри-
мышечной инъекции ААВ9-вектора, при этом уровень 
белка составлял до 53% от нормы [137].

Однако для МДД характерно поражение всех клеток 
мышечной ткани, включая гладкомышечные клетки 
и  кардиомиоциты, что требует системного введения 
генно-инженерных конструкций. В  процитированных 
выше работах  [66, 142] внутривенное введение ААВ 
разных серотипов с  микродистрофином приводило 
к  системным изменениям в  мышечной ткани: экзоген-
ный микродистрофин у животных с МДД был обнаружен 
до  3–90% от  нормы в  зависимости от  типа мышцы. 
При внутривенной ААВ доставке компонентов CRISPR/
Cas9  также наблюдали повышение экспрессии усечен-
ной эндогенной формы дистрофина в  миофибриллах 
(70% от  нормы)  [141, 147]. При внутриартериальном 
введении микродистрофина в  составе AAВ8-вектора 
здоровым макакам-резус экспрессию микродистрофина 
обнаруживали через 3 мес. в 35–89% миофибрилл [149].

В случае использования микро- и минидистрофина 
с  целью их  сверхэкспрессии в  мышечных клетках 
исследователи сталкиваются с  ограниченной перси-
стенцией применяемых генно-инженерных конструк-
ций и временным характером сверхэкспрессии [149], 
что требует повторных введений. Показано, что даже 
самый безопасный с  этой точки зрения ААВ вектор 
обладает иммуногенностью, частота иммунных реак-
ций повышается при повторных введениях в  связи 

Рис. 8. Механизмы восстановления рамки считывания с помощью системы CRISPR/Cas9: делеция экзона 44 приводит 
к преждевременному стоп-кодону; редактирование системой CRISPR/Cas9 может привести к рефреймингу (случайный индел 
в месте стоп-кодона), вырезанию экзона из последовательности ДНК или разрушению сайта сплайсинга, в зависимости 
от сайта мишени для гРНК (ножницы) и количества гРНК, используемых в лечении
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с  появлением антител к  капсиду ААВ  [150, 151]. 
В  ряде экспериментов продемонстрирована высо-
кая токсичность ААВ9  при внутривенном введении 
минидистрофина собакам, проявлявщаяся массивной 
воспалительной миопатией, контрактурами и замедле-
нием роста животного [152], а также при использова-
нии другого трансгена у  обезьян  [153]. Повышенный 
риск развития иммунных и  воспалительных реакций 
требует дополнительного назначения иммуносупрес-
сивной терапии [154], а также сопряжен со снижением 
качества жизни во время такого лечения.

На  этом фоне применение метода CRISPR/
Cas9  представляется наиболее перспективным, так 
как для его работы не  требуется длительного при-
сутствия в  клетке  — для внесения двуцепочечного 
разрыва в  целевой локус достаточно 48–72  ч.  [155]. 
Все изменения, произошедшие в  результате работы 
CRISPR/Cas9, являются необратимыми и  наследу-
ются дочерними клетками при делении, что позволяет 
избегать повторных введений и  обусловленных ими 
побочных реакций. Вопрос эффективной доставки 
компонентов CRISPR/Cas9  остается пока открытым, 
однако имеющиеся результаты исследований in  vivo 
указывают на  то, что оптимальным и  эффективным 
способом доставки, скорее всего, будут ААВ векторы 
с тропностью к мышечной ткани (ААВ2, ААВ8, ААВ9), 
либо в  сочетании с  SaCas9 (имеющей наименьший 
среди нуклеаз размер [145]), либо в составе двойных 
ААВ систем с клонированными SpCas9 и гРНК в раз-
ных векторах [137, 142].

Заключение
Еще недавно лечение наследственных заболеваний, 

вызванных мутациями в  тех или иных генах, заключа-
лось лишь в  облегчении симптомов. Сейчас геномная 
медицина быстро развивается, и  возникают все новые 
и  новые терапевтические стратегии для лечения. 
В настоящее время разрабатываются способы лечения 
МДД, основанные на  классической генной терапии 

(сверхэкспрессия дистрофина), изменении экспрессии 
ряда генов, чтении через стоп-кодон, пропуске экзона.

Принимая во  внимание доминирующий тип мутаций 
при МДД, самым многообещающим подходом для 
терапии представляется пропуск экзона, который подой-
дет 90% больных. Начиная с  1998  г. исследователи 
из разных стран разрабатывают метод пропуска экзона 
с  помощью антисмысловых нуклеотидов. Основными 
недостатками данного подхода являются временный 
характер изменений, что требует еженедельного внутри-
венного введения препарата.

Эффективность CRISPR/Cas9-опосредованного 
пропуска экзона сопоставима с таковой при использо-
вании АОН. Важные преимущества данного метода  — 
быстрота и  необратимость действия, поэтому для его 
доставки в клетки подходит любой метод транзиторной 
доставки, а  результат уже может появиться через 
48–72  ч. Нет необходимости в  повторных введениях, 
из-за  чего стоимость такого лечения и  частота побоч-
ных эффектов будут ниже.

Таким образом, анализ литературы показывает, 
что в  мире проводятся многочисленные исследования 
по  созданию новых генно-терапевтических препаратов 
для лечения МДД, часть из  которых продемонстри-
ровала высокую эффективность на  доклиническом 
уровне и вышла на уровень клинических исследований. 
Наиболее перспективным подходом, на наш взгляд, явля-
ется CRISPR/Cas9-опосредованный пропуск экзона.
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