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АННОТАЦИЯ
Мышечная дистрофия Дюшенна (МДД) — это прогрессирующее нервно-мышечное Х-сцепленное рецессивное забо-
левание, возникающее в результате появления патогенных мутаций в гене DMD, кодирующем белок дистрофин. Это 
важный структурный белок мышечных клеток, который поддерживает целостность поперечнополосатой мускулатуры. 
МДД приводит к прогрессирующей мышечной слабости и, как результат, сокращению продолжительности жизни из-
за дыхательной и/или сердечной недостаточности.
Стандартом лечения МДД считается применение глюкокортикоидов, которые не являются высокоэффективными 
и могут быть причиной многих побочных эффектов. В течение десятилетий множество исследований было направ-
лено на поиск эффективного метода терапии, однако в настоящее время для пациентов с МДД не существует лекар-
ства, способного полностью устранить причину заболевания. Тем не менее последние исследования демонстрируют, 
что создание эффективной и перспективной генной терапии МДД возможно в ближайшем будущем. Такие подхо-
ды, как заместительная терапия укороченными формами дистрофина и редактирование генома, активно изучаются 
в настоящее время, но, хотя некоторые из этих подходов показали высокую эффективность на клеточных культурах 
и модельных животных, существует ряд препятствий для их эффективного использования при лечении миодистрофии 
Дюшенна у человека. В первую очередь к этим препятствиям относится размер гена (DMD является одним из крупней-
ших), что затрудняет его упаковку в вирусные векторы для доставки. Более 7000 различных мутаций служат причиной 
МДД, что осложняет создание универсальных препаратов генной терапии, которые могли бы быть применимы к боль-
шим группам пациентов. Кроме того, серьёзными проблемами являются низкая эффективность доставки генетических 
конструкций и иммунные ответы как на трансген, так и на вирусный вектор. А долгосрочные последствия дефицита 
дистрофина могут сохраняться даже при восстановлении экспрессии белка. Несмотря на перечисленные проблемы, 
в текущих исследованиях предлагаются различные стратегии для преодоления этих ограничений.
Целью данного обзора является обсуждение существующих проблем, решение которых может стать значительным 
шагом к разработке генной терапии МДД и многих других наследственных заболеваний.
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ABSTRACT
Duchenne muscular dystrophy is a progressive X-linked recessive neuromuscular disorder resulting from pathogenic mutations 
in the DMD gene, which codes dystrophin. It is one of the essential structural proteins of muscle cells that maintains the integrity 
of cross-striated muscles. Duchenne muscular dystrophy causes progressive muscular weakness and, as a consequence, 
reduces life expectancy due to respiratory failure and/or heart failure.
Glucocorticoids are considered the standard of care in Duchenne muscular dystrophy, although they are not highly effective and 
may lead to numerous adverse effects. For decades, many studies have been focused on finding an effective therapy for Duchenne 
muscular dystrophy; however, no etiology-oriented product is currently available for patients with Duchenne muscular dystrophy. 
That being said, the latest studies demonstrate that promising effective gene therapy for Duchenne muscular dystrophy is 
possible in the near future. The ongoing studies include approaches such as replacement therapy with shortened dystrophin 
forms and genome editing. Despite high efficacy of the approaches in vitro and in animal models, there is a number of challenges 
when it comes to treating human patients with Duchenne muscular dystrophy. The first challenge is the gene size — DMD is 
one of the largest genes, which makes it difficult to load it into viral vectors for delivery. Second, Duchenne muscular dystrophy 
is caused by over 7000 mutations, so creating universal gene therapies applicable to wide patient populations is problematic. 
Besides, low efficacy of genetic structure delivery and immune responses — both to the transgene and the viral vector — are 
a concern. Moreover, long-term sequelae of dystrophin deficiency could persist even if the protein expression is restored. The 
ongoing studies offer strategies to overcome the limitations above.
This review aims to discuss the current challenges, the solutions to which may become a breakthrough in gene therapy for 
Duchenne muscular dystrophy and other hereditary diseases.
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ВВЕДЕНИЕ
Мышечная дистрофия Дюшенна (МДД) — это тяжё-

лое, прогрессирующее, нервно-мышечное рецессивное 
Х-сцепленное заболевание, причиной которого служат 
патогенные варианты нуклеотидной последовательности 
в гене DMD. Данный ген является самым большим в ге-
номе человека, он имеет размер около 2,5 Мб и состоит 
из 79 экзонов и 78 интронов [1], содержит семь различных 
промоторов и подвержен альтернативному сплайсингу, 
ввиду чего множество изоформ дистрофина экспресси-
руются в различных типах тканей [2, 3]. Кроме скелетной 
и сердечной мышц экспрессия дистрофина наблюдает-
ся в нейронах коры головного мозга и в клетках Пурки-
нье мозжечка, в сетчатке глаза, нейронах центральной 
нервной системы, почках и Шванновских клетках [2–5]. 
С полноразмерного транскрипта мРНК, имеющего размер 
14 Кб, происходит синтез белка массой 427 кДа, состо-
ящего из 3685 аминокислот [6]. Белок дистрофин вклю-
чает четыре домена: N-концевой актин-связывающий, 
центральный стержневой, цистеин-богатый и С-концевой, 
а также шарнирные области [7]. Было показано, что дис-
трофин является частью дистрофин-ассоциированного 
гликопротеинового комплекса [8]. В его состав также 
входят дистрогликаны, саркогликаны, синтрофины и дис-
тобревины. Эти белки могут правильно локализоваться 
только в присутствии дистрофина на мембране клетки. 
Комплекс дистрофин-ассоциированных гликопротеинов 
необходим для сокращения мышечного волокна и яв-
ляется важным для стабильности мембраны мышечных 
клеток [9]. 

Патогенные варианты в гене DMD, являющиеся при-
чиной МДД, зачастую обусловливают сдвиг рамки счи-
тывания и образование преждевременного стоп-кодона, 
что приводит к отсутствию белка дистрофина в клетках. 
При этом происходит нарушение целостности сарколем-
мы и повреждение мышечной ткани при сокращении [10]. 
У людей с МДД наблюдаются прогрессирующая дистрофия 
скелетных мышц, дыхательная недостаточность и кардио-
миопатия, а также различная степень когнитивной дис-
функции. При прогрессировании данного заболевания 
происходит замещение мышечных волокон на фиброз-
ную и жировую ткань [11]. Пациенты теряют способность 
к самостоятельному передвижению в среднем к 12 годам, 
а после 20 лет возрастает риск преждевременной смерти 
из-за сердечной и/или дыхательной недостаточности [12]. 
Делеции и дупликации, не приводящие к сдвигу рамки 
считывания, а также некоторые миссенс-замены явля-
ются причиной более мягкого и медленно прогрессиру-
ющего варианта заболевания — мышечной дистрофии 
Беккера (МДБ), при котором возможно образование ча-
стично функционального белка или более низкого уровня 
его экспрессии [13, 14].

По различным данным, МДД страдает 1 из 5000 но-
ворождённых мальчиков, что делает это наследственное 

заболевание одним из самых распространённых. Пример-
но две трети случаев МДД возникают в результате пере-
дачи патогенного варианта в гене от матери к сыну, в од-
ной трети случаев заболевание развивается в результате 
спонтанной мутации (de novo) [15]. 

ПРИМЕНЯЕМЫЕ ПОДХОДЫ К ТЕРАПИИ 
МЫШЕЧНОЙ ДИСТРОФИИ ДЮШЕННА 

На сегодняшний день лекарства, которое бы полно-
стью устраняло причину МДД/МДБ, не существует, по-
этому всё доступное лечение направлено на улучшение 
качества жизни и замедление прогрессирования заболе-
вания. В основном применяется симптоматическая и па-
тогенетическая терапия. 

Терапия глюкокортикоидами является золотым стан-
дартом лечения пациентов с МДД. Множество исследо-
ваний продемонстрировали её способность замедлять 
прогрессирование заболевания [16, 17]. Такие препараты 
способны улучшать мышечную силу и уменьшать воспа-
ление [18]. Было показано, что преднизолон и дефлаза-
корт способствуют замедлению потери мышечной массы 
и продлевают способность к самостоятельному передви-
жению [19]. Однако длительное применение кортикосте-
роидов может приводить ко множеству неблагоприятных 
побочных эффектов [20]. У некоторых пациентов наблю-
даются нарушения роста и созревания, сахарный диабет, 
надпочечниковая недостаточность. Кроме того, приём 
кортикостероидов в сочетании с естественным дефици-
том витамина D является причиной развития остеопороза 
[21]. В настоящее время продолжаются клинические ис-
следования новых стероидных препаратов, длительное 
применение которых было бы более безопасным за счёт 
уменьшения нежелательных побочных эффектов [22].

Одной из самых частых причин МДД являются делеции 
в области экзонов 45–55 [23], которые приводят к сдвигу 
рамки считывания. При подобных делециях часто воз-
можен пропуск дополнительного экзона, который потен-
циально приведёт к восстановлению нарушенной рамки. 
В качестве патогенетической терапии при делециях при-
меняются лекарственные препараты, которые модифици-
руют сплайсинг. Данные препараты представляют собой 
антисмысловые олигонуклеотиды (АСО), которые по прин-
ципу комплементарности способны связываться с пре-
мРНК и влиять на процесс сплайсинга, блокируя работу 
сплайсосомы. В результате экзон в составе прилегающих 
интронов вырезается из зрелой мРНК [24], восстанавли-
вая экспрессию дистрофина в мышечных клетках. Напри-
мер, вилтоларсен и голодирсен1* способствуют пропуску 
экзона 53 [25, 26]. Препараты этаплирсен* и касимерсен* 
направлены на пропуск экзонов 51 и 45 соответственно 
1 Здесь и далее звёздочкой обозначены препараты, не зарегистриро-
ванные в Государственном реестре лекарственных средств Российской 
Федерации.
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[27, 28]. Данный подход является очень специфичным, 
поскольку в зависимости от расположения делеции не-
обходим пропуск различных экзонов. Каждый из данных 
препаратов должен проходить все фазы клинических 
исследований отдельно. Пропуск экзона 51 может быть 
применим у 14% пациентов, пропуск экзона 53 — у 8% 
пациентов, пропуск экзона 45 — у 9% пациентов. Доля 
пациентов, у которых можно применить другие АСО, зна-
чительно меньше: 4% пациентов (пропуск экзона 50), 
3% пациентов (пропуск экзона 43) и 2% пациентов (про-
пуск экзона 8) [23]. На сегодняшний день Управление 
по санитарному надзору за качеством пищевых продук-
тов и медикаментов США (Food and Drug Administration, 
FDA) одобрило четыре препарата на основе АСО, упо-
мянутые выше. Было показано, что данные препараты 
способны обеспечивать синтез дистрофина на уровнях 
<1% (этаплирсен), 1% (голодирсен и касимерсен) и 5% 
(вилтоларсен) соответственно [29]. Однако само по себе 
повышение уровня экспрессии дистрофина не является 
показателем эффективности терапии, поскольку основной 
ожидаемый результат — это остановка дегенеративного 
процесса или улучшение двигательных функций, в то вре-
мя как препараты АСО показали только незначительное 
замедление прогрессирования заболевания в результате 
клинических исследований. При этом такие результаты 
были получены при совместном приёме данных препа-
ратов с кортикостероидами [27]. Кроме того, в результате 
терапии возможно возникновение множества побочных 
эффектов: головная боль, лихорадка, тошнота. Поскольку 
необходимо еженедельное применение данных препара-
тов, большинству пациентов нужно устанавливать веноз-
ные катетеры, которые могут быть причиной различных 
осложнений в виде инфекций, тромбоза и септицемии 
[30, 31]. По совокупности всех сложностей, связанных 
с пожизненным приёмом препаратов, а также учитывая 
далёкую от идеальной комплаентность (приверженность 
лечению) пациентов, эффективность данной терапии до-
полнительно снижается.

Ещё одним препаратом, применяемым в России, яв-
ляется аталурен. Его назначают пациентам, имеющим 
нонсенс-замену в гене DMD. Данный препарат воздей-
ствует на процесс трансляции белка в рибосомах, позво-
ляя считывать информацию с мРНК даже при наличии 
преждевременного стоп-кодона, что обеспечивает об-
разование полноразмерного белка [32, 33]. Исследова-
ния показали, что применение аталурена способствует 
увеличению экспрессии полноразмерного дистрофина 
[34], а также позволяет продлить способность к самосто-
ятельному передвижению [35]. На практике применение 
аталурена не продемонстрировало достаточно высокую 
клиническую эффективность, а также являлось причиной 
побочных эффектов, таких как тошнота и рвота, головная 
боль, лихорадка и множество других [36]. Данный пре-
парат был условно одобрен к применению в ЕС, а также 
Бразилии и России, но не был одобрен FDA. 

Разработка терапевтических стратегий, основанных 
на принципах генной терапии, открывает значительные 
перспективы в клинической практике благодаря ряду 
преимуществ. Этиопатогенетическое воздействие, на-
правленное на коррекцию первичных молекулярных на-
рушений, обеспечивает ингибирование дальнейшей про-
грессии патологического состояния. Наиболее близким 
к широкому внедрению в клиническую практику является 
микродистрофин — укороченная форма белка дистрофи-
на, доставляемая в клетку в виде трансгена в составе аде-
ноассоциированного вирусного вектора (AAV). В 2023 году 
FDA был одобрен препарат Элевидис (деландистроген 
моксепарвовек)*, успешно прошедший вторую фазу кли-
нических исследований, однако результаты третьей фазы 
оказались неоднозначными. Элевидис не привёл к зна-
чительному улучшению баллов по шкале оценки амбу-
латорного состояния «Северная звезда» на 52-й неделе 
по сравнению с группой плацебо. Некоторые из вторичных 
показателей эффективности, такие как время подъёма, 
ходьба/бег на 10/100 м, скорость шага, время подъёма 
на 4 ступеньки, показали улучшения на протяжении ле-
чения, но без статистической значимости [37].

Таким образом, на сегодняшний день ни один 
из симптоматических и патогенетических методов ле-
чения не является высокоэффективным и подходящим 
для всех пациентов с МДД. Некоторые этиологические 
и патогенетические особенности МДД (рис. 1), рассмо-
тренные в данном обзоре, являются причиной суще-
ственных препятствий для развития эффективной генной 
терапии. 

ПРЕПЯТСТВИЯ НА ПУТИ 
К РАЗРАБОТКЕ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ

Размер гена

DMD — один из самых крупных генов человека. 
Он имеет размер 2,3 Мб и состоит из 79 экзонов. Белок 
дистрофин массой 427 кДа содержит более 3600 амино-
кислот. Большой размер гена является причиной доволь-
но частых перестроек, таких как делеции (около 60%), ду-
пликации (около 6%), транслокации и точечные мутации. 
В настоящее время глобальная база данных TREAT-NMD 
DMD содержит более 7000 описанных мутаций, причем 
большинство из них расположено в двух горячих точках, 
охватывающих экзоны 2–20 и 45–55 [23]. 

Было показано, что N-концевой и C-концевой доме-
ны являются значимыми для правильной работы белка, 
поэтому миссенс-варианты, расположенные в экзонах, 
кодирующих данные домены, часто приводят к тяжёлым 
формам заболевания [38]. При этом крупные делеции, 
не приводящие к сдвигу рамки считывания и являющиеся 
причиной нарушений в структуре центральных доменов, 
также не приводят к тяжёлым формам миодистрофии. 
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Был выявлен редкий случай, при котором у пациента про-
исходила делеция центральной части гена, охватываю-
щая 46% кодирующей последовательности, однако на-
блюдалась лёгкая форма МДБ [39]. При этом достаточно 
короткие делеции, нарушающие рамку считывания, явля-
ются причиной очень тяжёлых форм МДД.

С помощью функционального анализа структурных 
доменов дистрофина, а также при изучении генотипов 
пациентов с лёгкими формами МДБ и МДД было пока-
зано, что несколько участков белка могут быть удалены 
в различных комбинациях (рис. 2). Такие усечённые фор-
мы дистрофина, как мини- и микродистрофины, являются 
достаточно функциональными и выполняют большинство 
функций полноразмерного белка [40]. Кроме того, в от-
личие от полноразмерного варианта гена, укороченная 
форма не превышает пакующую способность AAV. Чаще 
всего в исследованиях используют мышиную модель mdx, 
в которой нонсенс-мутация приводит к отсутствию экс-
прессии белка дистрофина [41]. На такой модели было 

продемонстрировано, что экспрессия укороченных форм 
гена DMD может почти полностью предотвратить разви-
тие дистрофических симптомов [42, 43]. Благодаря этим 
исследованиям разработаны различные варианты микро-
дистрофинов длиной около 3,6–4,9 кб [40, 44, 45].

Несмотря на очевидные преимущества, укороченная 
форма в отличие от полноразмерной не является полно-
стью функциональной, и для достижения выраженного 
клинического эффекта необходимо больше микроди-
строфина. В исследованиях на мышиной модели mdx 
при экспрессии полноразмерного дистрофина на уровне 
около 20% от нормального наблюдали полное восстанов-
ление функционирования диафрагмы, в то время как экс-
прессия на этом же уровне укороченной формы обеспе-
чивает лишь частичное восстановление функций [42]. 
Таким образом было показано, что клинический эффект 
при использовании микродистрофина зависит не только 
от уровня экспрессии, но и от структуры молекулы. Даль-
нейшие исследования на мышах продемонстрировали, 

Рис. 1. Препятствия для создания генной терапии.
Fig. 1. Challenges in developing gene therapies.
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что различные укороченные формы дистрофина могут 
улучшить функциональные показатели. На основе ре-
зультатов данных работ проводятся многие современные 
клинические исследования различных препаратов микро-
дистрофина (см. рис. 2) [46].

Изучение различных вариантов микродистрофина с ис-
пользованием векторов на основе различных серотипов 
AAV продолжается и в настоящее время [47]. Для дости-
жения высокой эффективности такой терапии, как было 
описано выше, необходимо использовать достаточно вы-
сокую дозу препарата, что обеспечивается высокой до-
зой вирусных векторов. Это связано с тем, что количество 
вирусных векторов рассчитывается исходя из массы тела, 
а средний возраст пациента с МДД, получающего лече-
ние, составляет 4–5 лет. В России средний возраст поста-
новки диагноза — 6,5 года [48], соответственно для бо-
лее взрослых пациентов будет необходим ещё больший 
объём вируса, который с большей вероятностью может 
спровоцировать нежелательную иммунную реакцию (под-
робнее об этом рассмотрено далее). По результатам пер-
вой фазы клинических исследований микродистрофина 
(деландистроген моксепарвовек*) в большинстве мы-
шечных волокон наблюдалась его устойчивая экспрессия 
[45]. Но результаты третьей фазы показали отсутствие 
статистически значимых различий между группами па-
циентов, принимающих препарат или плацебо. Ввиду вы-
шесказанного можно предположить, что даже значимого 
повышения экспрессии укороченной формы дистрофина 
недостаточно для компенсации функции полноразмерно-
го белка [37]. Однако для подобных выводов необходимо 
дождаться клинических исследований других препаратов 
на основе микродистрофина, и, возможно, более дли-
тельное наблюдение за пациентами позволит достигнуть 
статистической значимости результатов. Кроме того, в по-
следнее время активно разрабатываются альтернативные 

способы доставки, такие как нановезикулы. Они имеют 
высокую биосовместимость и способны преодолевать 
различные тканевые барьеры. Кроме того, нановезикулы 
обладают высокой пакующей способностью, благодаря 
чему могут потенциально применяться для доставки кДНК 
полноразмерного дистрофина [49].

Скорость деления клеток
Возможность поддерживать экспрессию дистрофина 

после терапии на необходимом уровне в течение дли-
тельного времени остаётся неизвестной. Кардиомиоци-
ты считаются долгоживущими клетками и имеют низкую 
скорость обновления, поэтому в данном типе мышечной 
ткани коррекция дистрофина будет длительной. Одна-
ко в скелетных мышцах взрослого человека достаточно 
сложно оценить скорость обновления клеток, особенно 
при МДД. Регенерация мышечного волокна происходит 
благодаря слиянию миосателлитов с повреждёнными 
миофибриллами [50], а образование нового мышечного 
волокна — путём размножения миосателлитных кле-
ток, эффективное редактирование которых может быть 
затруднено [51]. Вследствие этого возникает опасение, 
что при каждом цикле регенерации клеток отредакти-
рованные миобласты будут разбавляться неотредак-
тированными, образовавшимися из миосателлитов, 
и это будет приводить к потере ДНК AAV, кодирующей 
трансген микродистрофина; к постепенному снижению 
экспрессии белка и прогрессированию заболевания. 
Однако в недавних исследованиях было продемонстри-
ровано, что AAV может эффективно трансдуцировать 
сателлитные мышечные клетки, а с помощью системы 
CRISPR/Cas происходит редактирование патогенного 
варианта нуклеотидной последовательности гена DMD 
[52, 53]. При этом показано восстановление экспрес-
сии дистрофина и частичное восстановление функций 

Рис. 2. Схематическое изображение: a — полноразмерного гена DMD; b — укороченной формы гена DMD, используемой в клини-
ческих исследованиях компанией Sarepta-Roche; c — укороченной формы гена DMD, используемой в клинических исследованиях 
компанией Pfizer. Цвет каждого экзона соответствует белковому домену, который он кодирует: актин-связывающий домен выделен 
синим цветом; шарнирные области — красным; центральный стержневой домен — зелёным; область, богатая цистеином — фи-
олетовым; а С-концевой домен — оранжевым.
Fig. 2. Illustration: a, full-size DMD; b, shortened DMD form evaluated in clinical studies by Sarepta-Roche; c, shortened DMD form 
evaluated in clinical studies by Pfizer. Every exon is colored to match the protein domain it encodes: blue for actin-binding domain; red 
for hinge regions; green for central rod domain; purple for cysteine-rich region; orange for C-terminal domain.
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дистрофических мышц [54]. Так, редактирование миоса-
теллитных клеток позволит избежать иммунных ослож-
нений, связанных с повторным введением препарата, 
подробности которых раскрыты ниже.

Доставка
Поперечнополосатая мышечная ткань, которая по-

ражается при МДД, составляет почти 40% массы тела 
человека [55]. И в скелетную, и в сердечную мышцы до-
статочно трудно доставлять генетические конструкции 
как из-за их физического разделения фасциями, так 
и из-за высокого уровня организации мембраны сарко-
леммы, которая имеет большое число инвагинаций, на-
зываемых Т-трубочками. Поэтому эффективная доставка 
компонентов генной терапии к поражённым мышечным 
тканям является нерешённой проблемой [56]. 

В настоящее время в терапии МДД применяют вирус-
ные и невирусные методы доставки. Используют такие 
вирусные векторы, как аденовирусные, AAV и лентиви-
русные. Аденовирусные векторы обладают наибольшей 
пакующей способностью (до 34 Кб) и не интегрируют 
в геном, но характеризуются высокой цитотоксичностью 
и иммуногенностью [57]. Лентивирусные векторы интегри-
руют в геном, обладают средней пакующей способностью 
(до 8 Кб), хотя по сравнению с аденовирусами требуют 
меньшего вирусного титра для эффективной доставки 
[58]. На сегодняшний день наиболее изученными и часто 
применяемыми векторами являются AAV [59]. Они могут 
эффективно трансдуцировать постмитотические ткани, 
обладают естественным тропизмом к мышечной ткани, 
способны долговременно экспрессировать целевой транс-
ген и являются более безопасными по сравнению с аде-
новирусами или лентивирусами благодаря более низкой 
иммуногенности и почти полному отсутствию способно-
сти к интеграции в геном [60]. Данный метод применяет-
ся для доставки не только усечённых форм дистрофина, 
но и компонентов системы редактирований генома, таких 
как CRISPR/Cas9. Важно отметить, что при использова-
нии данного метода доставки возможно добиться селек-
тивной экспрессии нуклеазы Cas9 только в мышечных 
клетках благодаря использованию специфических про-
моторов. В сочетании с избирательным тропизмом неко-
торых серотипов вируса к мышечной ткани достигается 
достаточно высокий уровень клеточной специфичности 
[61]. Недостатком подхода является то, что AAV имеет 
небольшую пакующую способность по сравнению с дру-
гими вирусными векторами. Открытая рамка считывания 
белка SpCas9 составляет около 4,2 кб, что практически 
соответствует максимальной пакующей ёмкости AAV (оп-
тимально — от 4,1 до 4,9 кб) [62]. Поэтому для такого 
типа белка Cas9 необходимо использовать дополнитель-
ный вектор, отдельно несущий малую направляющую 
РНК для таргетирования нуклеазы [63]. Возможно также 
применять другой тип белка Cas9, имеющий меньший 
размер, что позволит использовать только один вектор. 

С помощью белка SaCas9, имеющего размер около 3,2 кб, 
и только одного вектора для доставки было осуществле-
но редактирование в мышиных моделях mdx [54]. Однако 
SaCas9 обладает значительно меньшей эффективностью 
редактирования по сравнению с SpCas9 [64].

Компоненты генной терапии также могут быть до-
ставлены с помощью невирусных методов. Электропо-
рация позволяет доставлять генетические конструкции 
путём создания нанометровых пор в клеточной мембра-
не с помощью электрического тока высокого напряже-
ния. Такой метод был использован для доставки систе-
мы CRISPR/Cas9 непосредственно в скелетные мышцы 
мышей mdx. При этом было показано функциональное 
восстановление экспрессии дистрофина [54]. Глав-
ным недостатком метода является высокая смертность 
клеток, вызванная импульсами электрического тока, 
что вносит ограничения при его использовании in vivo. 
Ещё одним невирусным способом доставки может быть 
липофекция — метод, при котором эффекторные мо-
лекулы упаковывают в липидную везикулу, способную 
проникать через клеточную мембрану [65]. Трансфици-
рующие агенты в этом случае не обладают иммуноген-
ностью и менее цитотоксичны по сравнению с электро-
порацией, но не способны к целевой доставке в нужную 
ткань или орган. Исследуют также подходы, основанные 
на временной доставке компонентов редактирования ге-
нома в виде мРНК и рибонуклеопротеинов, применение 
которых позволит снизить цитотоксичность и нецелевые 
эффекты [66]. В настоящее время активно разрабатывают 
новые, более эффективные способы доставки, включая 
наноразмерные внеклеточные везикулы, обладающие 
значительным терапевтическим потенциалом. Однако 
производство данных везикул является дорогостоящим, 
а также характеризуется многими технологическими 
ограничениями, что существенно затрудняет внедрение 
данного метода в клиническую практику [67].  

Иммунный ответ
При МДД полноразмерный дистрофин отсутствует 

с рождения и является по сути чужеродным антигеном 
в случае его появления в организме, в том числе в виде 
микродистрофина. Так, при изучении внутривенного вве-
дения AAV, содержащего трансген микродистрофина, 
у некоторых пациентов наблюдали побочные реакции 
в виде слабости проксимальных и дистальных мышц ко-
нечностей, дыхательных мышц. Наблюдали также при-
знаки миозита, миокардита, отёка мышц с инфильтраци-
ей Т-клеток при биопсии. Продолжительность побочных 
реакций соответствовала продолжительности экспрессии 
трансгена, что позволило сделать предположение о им-
мунном ответе против дистрофина. По результатам им-
муноферментного тестирования и картирования эпитопов 
антител была показана иммунологическая реактивность 
к области пептида, кодируемой экзонами 8–11, у пациен-
тов с делециями в области от экзона 8 до экзона 21 [68]. 
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Похожие результаты были обнаружены при исследовании 
пациента с делецией экзонов с 3 по 17 [69]. 

Во время клинических исследований генотерапев-
тического препарата Элевидис (деландистроген мок-
сепарвовек*) были выявлены иммуноопосредованные 
реакции у пациентов с делециями в экзонах 8–9. На-
блюдали симптомы иммуноопосредованного миозита, 
такие как мышечная слабость, дисфагия, нарушение 
дыхания (кашель, одышка), лихорадка, утомляемость 
и снижение массы тела. Данная иммунная реакция у де-
тей имеет особо острое начало. Поэтому для пациентов 
с делециями в экзонах 8–9 такая терапия противопока-
зана. Кроме того, имеются ограничения для применения 
препарата у пациентов с делециями в экзонах с 1 по 17 
и/или с 59 по 71, поскольку в этих случаях также есть 
риск развития тяжёлой иммуноопосредованной реакции 
миозита2.

Стоит отметить, что примерно у половины пациен-
тов с МДД обнаруживаются дистрофин-положительные 
ревертантные (здоровые) волокна, которые могут со-
ставлять до 7% от общего числа волокон [70]. Механизм 
данного феномена изучен недостаточно, но наиболее 
вероятной причиной являются соматический мозаицизм 
или появление дополнительной мутации, восстанавлива-
ющей рамку считывания [71]. Соответственно для таких 
пациентов дистрофин не должен распознаваться как чу-
жеродный белок. Однако при крупных делециях восста-
новление рамки считывания не приведёт к появлению 
ранее утраченных эпитопов, на которые всё-таки будет 
реагировать иммунная система в случае их введения в ор-
ганизм в составе генной терапии [70].

Поскольку некоторые пациенты имеют Т-клетки, 
специфичные к дистрофину, и являются предварительно 
иммунизированными против различных эпитопов дис-
трофина [72], в настоящее время множество исследо-
ваний посвящено поиску генов-паралогов дистрофина, 
кодирующих функционально похожие белки. Так, одним 
из альтернативных подходов к лечению может стать по-
вышение экспрессии близкородственного белка утрофи-
на. Данный белок является структурным и функциональ-
ным аутосомным паралогом дистрофина, кодируемым 
геном UTRN [73]. В фетальных мышечных клетках он мо-
жет собираться в большой трансмембранный гликопро-
теиновый комплекс и связывать актиновые филаменты 
[74], а к взрослому возрасту обычно заменяется на дис-
трофин [75]. Повышение уровня утрофина может обеспе-
чить целостность мышечных клеток, а также облегчить 
некоторые дистрофические симптомы. Так как данный 
белок является эндогенным, было исследовано несколь-
ко подходов для повышения его экспрессии, включая 
доставку трансгена и косвенные способы стимуля-
ции активности промотора гена [76]. В исследовании 

2 Elevidys. Режим доступа: https://www.fda.gov/vaccines-blood-biolog-
ics/tissue-tissue-products/elevidys Дата обращения: 13.11.2024.

утрофина на мышиной модели mdx, имеющей дефицит 
дистрофина, продемонстрировано, что высокая экспрес-
сия трансгена укороченной формы утрофина в скелетных 
и диафрагмальных мышцах может заметно снижать па-
тологические симптомы [77]. Кроме того, для увеличения 
уровня экспрессии утрофина может быть использована 
система CRISPR/Cas9: белок Cas9, лишённый эндону-
клеазной активности, обеспечивает таргетную доставку 
активатора транскрипции к промотору гена UTRN [78]. 
Продемонстрировано, что использование такой системы 
в миобластах привело к увеличению экспрессии утро-
фина в 1,7–6,9 раза [79]. Ещё одним способом повысить 
экспрессию утрофина является введение малых моле-
кул, активирующих транскрипцию гена UTRN. В 2017 
году были проведены исследования препарата эзутро-
мид*, которые, к сожалению, не показали эффективных 
результатов у пациентов с МДД. Исследования были 
приостановлены после второй фазы3.

Помимо дистрофина, антигеном для иммунной систе-
мы также может быть AAV, который широко распростра-
нён в популяциях людей [80]. Вследствие этого у чело-
века в течение жизни вырабатывается и гуморальный, 
и клеточный иммунитет к данному вирусу. Уже имеющи-
еся в организме человека антитела могут блокировать 
трансдукцию вектором, снижая эффективность терапии, 
а вводимый AAV может приводить к гиперстимуляции 
иммунной системы [81]. В связи с этим перед введением 
препаратов на основе AAV важно убедиться в отсутствии 
антител к определённым серотипам вируса. После при-
менения генной терапии необходимо наблюдать за ожи-
даемыми проявлениями побочных эффектов. Векторы 
AAV способны накапливаться в печени, тем самым соз-
давая риск дозозависимой токсичности [82]. Кроме того, 
введение AAV индуцирует возникновение новых антител, 
что исключает возможность повторного введения вирус-
ного препарата [83]. Возможными способами преодоле-
ния проблемы иммунного ответа против AAV являются 
плазмаферез, назначение иммуномодулирующих препа-
ратов или подбор альтернативного серотипа вируса. Эф-
фективность этих способов активно изучается [82]. 

Составляющие систем редактирования генома также 
являются чужеродными для организма. Среди инфекци-
онных заболеваний человека существуют и те, что вы-
званы бактериями, обладающими нуклеазами семейства 
CRISPR/Cas9. Это приводит к выработке иммунитета 
к белку Cas9. С помощью иммуноферментного анали-
за было обнаружено наличие антител против SaCas9 
и SpCas9 у 78 и 58% доноров соответственно. Показано, 
что у людей существует гуморальный и клеточно-опос-
редованный иммунитет к белкам Cas9, и это обязательно 

3 Phaseout DMD: a phase 2 clinical study to assess the activity and safety 
of utrophin modulation with ezutromid in ambulatory paediatric male sub-
jects with duchenne muscular dystrophy (SMT C11005): clinical trial regis-
tration NCT02858362. 2019. Режим доступа: https://cdn.clinicaltrials.gov/
large-docs/62/NCT02858362/Prot_000.pdf Дата обращения: 13.11.2024.

https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/tissue-tissue-products/elevidys
https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/tissue-tissue-products/elevidys
https://cdn.clinicaltrials.gov/large-docs/62/NCT02858362/Prot_000.pdf
https://cdn.clinicaltrials.gov/large-docs/62/NCT02858362/Prot_000.pdf
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необходимо учитывать при разработке генной терапии 
[84]. Данная проблема может быть решена путём ис-
пользования модифицированных белков Cas9, в которых 
для снижения распознавания иммунной системой моди-
фицированы определённые иммунодоминантные эпито-
пы. При этом функции и специфичность белка полностью 
сохраняются [85]. 

Применение кортикостероидов, рутинно используемых 
у больных МДД, в целом снижает риск развития иммун-
ного ответа за счёт воздействия на Т-клетки [72]. Однако 
большое разнообразие возможных антигенов при генной 
терапии накладывает существенные ограничения на пер-
спективы её применения.

Последствия дефицита дистрофина
Ещё одним препятствием для применения генной 

терапии МДД являются необратимые патологические 
изменения, которые успели произойти в организме па-
циента до начала лечения. В настоящее время актив-
но разрабатываются подходы, нацеленные на смягче-
ние вторичных патологических механизмов, связанных 
с дефицитом дистрофина. Отсутствие данного белка 
приводит к разрушению дистрофин-ассоциированного 
комплекса, что повышает восприимчивость сарколем-
мы к повреждениям, возникающим при сокращении 
мышечного волокна. Происходит также нарушение ре-
гуляции кальция, что приводит к хроническому воспа-
лению и фиброзу [11]. Повышенная концентрация каль-
ция стимулирует выработку активных форм кислорода, 
что в свою очередь приводит к повышенному окисли-
тельному стрессу, который усугубляет дисрегуляцию 
кальция, вызывает дисфункцию митохондрий и воспа-
ление [86]. Это является причиной нарушения выработ-
ки аденозинтрифосфата и метаболической дисфункции. 
Многие препараты, направленные на устранение данных 
последствий дефицита дистрофина, проходят клиниче-
ские испытания [87]. Так, в случаях поздней установки 
диагноза сочетание генной терапии с препаратами, на-
правленными на устранение последствий отсутствия 
дистрофина, может улучшить эффективность лечения. 
Не стоит также забывать о развитии возможностей бо-
лее ранней клинической и молекулярно-генетической 
диагностики.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Генная терапия является перспективным и многообе-

щающим подходом к лечению МДД. Однако, несмотря 
на значительные успехи, применение этой технологии 
сопряжено с рядом существенных ограничений. Часть 
из них связана с особенностями патогенеза МДД, структу-
ры гена, вовлечением в процесс не только мышечной тка-
ни, но и других систем организма. Часть ассоциирована 
с нежелательными побочными реакциями на компоненты 
генотерапевтических препаратов. Важно также отметить, 

что несвоевременная диагностика и поздно начатое ле-
чение создают ограничения для устранения накоплен-
ных изменений. С другой стороны, недостатки доступных 
методов лечения заставляют, несмотря на препятствия, 
активно работать над совершенствованием генной тера-
пии МДД. Более глубокое понимание проблем поможет 
скорее привести к их решению.
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