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Разработка подхода подавления экспрессии гена DUX4  
с помощью siРНК в миобластах  

больных миодистрофией Ландузи-Дежерина
Кривошеева И. А., Вяхирева Ю. В., Табаков В. Ю., Скоблов М. Ю.
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Миодистрофия Ландузи-Дежерина (МЛД) – распространённое наследственное заболевание, вызываемое эктопической экс-
прессией гена DUX4 в мышечных клетках. Метод подавления экспрессии генов при помощи siРНК зарекомендовал себя как 
эффективный и безопасный способ генной терапии без вмешательства непосредственно в геном. В данной работе мы про-
демонстрировали возможность трансфекции миобластов человека целевыми siРНК без ущерба жизнеспособности и даль-
нейшей дифференцировке этих клеток в миотубы. Также мы показали различия в профиле экспрессии генов-мишеней DUX4 
между миобластами, полученными от здоровых людей и от пациентов с МЛД. В дальнейшем эти данные могут помочь при 
разработке эффективных и специфичных siРНК для терапии МЛД.
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Facioscapulohumeral dystrophy (FSHD) is a common hereditary disease caused by ectopic expression of the DUX4 gene in muscle 
cells. The method of suppressing gene expression using siRNA has been shown to be an effective and safe method of gene therapy 
without interfering directly with the genome. In this work, we demonstrated the possibility of transfecting human myoblasts with 
targeted siRNAs without compromising the viability and further differentiation of these cells into myotubes. We also showed dif-
ferences in the expression profile of DUX4 target genes between healthy and patient-derived myoblasts. In the future, these data 
can be used to develop effective and specific siRNAs for the treatment of FSHD.
Keywords: FSHD, DUX4 protein, siRNA, myoblasts, transfection.

For citation: Krivosheeva I. A., Vyakhireva Yu. V., Tabakov V. Yu., Skoblov M. Yu. Development of an approach to knockdown of DUX4 gene by siRNA in 
myoblasts derived from patients with FSHD. Medical genetics. 2021; 20(3): 47-56. (In Russ.).
DOI: 10.25557/2073-7998.2021.03.47-56

Corresponding author: I.A. Krivosheeva; e-mail: Irina-Krivosheeva-92@yandex.ru
Funding.  The research was carried out within the state assignment of Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation for 
Research Centre for Medical Genetics.
Conflict of interest.  Author declare no conflicts of interest.
Accepted: 25.02.2021.

Лицеплечелопаточная миодистрофия или мио-
дистрофия Ландузи-Дежерина (МЛД, OMIM 
158900) является третьей по распространённо-

сти мышечной дистрофией после миодистрофии Дю-
шенна и миотонической дистрофии. Её частота в по-

пуляции в среднем достигает 1:15000-1:20000 человек 
[1]. При МЛД поражаются мышцы пояса верхних ко-
нечностей и лица. Причиной развития МЛД является 
эктопическая экспрессия гена DUX4. Продукт экспрес-
сии гена DUX4 – транскрипционный фактор, содер-
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жащий двойной гомеобокс домен [2, 3]. В норме этот 
ген экспрессируется на зародышевых стадиях, а во 
взрослом состоянии его транскрипция подавлена ме-
тилированием ДНК повторов D4Z4 [4, 5].

Выделяют 2 типа МЛД, отличающихся друг от дру-
га молекулярно-генетической причиной, но практи-
чески не различимых по клиническим проявлениям. 
При МЛД I типа происходит уменьшение числа субте-
ломерных макросателлитных повторов D4Z4 в регио-
не 4q35. У здоровых индивидуумов их число составляет 
от 11 до 150, к заболеванию приводит уменьшение чис-
ла повторов до 10 и менее [6], в результате чего мети-
лирование, способствующее подавлению этого регио-
на, становится неэффективным. Если после последней 
субъединицы повторов располагается особая последо-
вательность нуклеотидов, называемая В гаплотипом, 
происходит экспрессия мРНК гена DUX4. Для разви-
тия клинических проявлений достаточно экспрессии 
DUX4 в одном из тысячи ядер [4, 7]. При МЛД II типа 
уменьшения числа повторов D4Z4 не происходит, од-
нако мутации в гене SMCHD1 приводят также к ано-
мальной экспрессии гена DUX4 и к фенотипу МЛД [8]. 
Наследование МЛД I типа – аутосомно-доминант-
ное. До 1/3 случаев представляют случаи de novo [9]. 
При втором типе МЛД говорят о более сложном ди-
генном наследовании.

Золотым стандартом диагностики МЛД является 
саузерн-блот гибридизация для определения длины 
повторов D4Z4, но этот метод не мог объяснить неко-
торые случаи заболевания. Углубление знаний о мо-
лекулярной структуре 4q35 региона, а также основах 
патогенеза МЛД позволило установить причину забо-
левания все в большем числе случаев   и провести ме-
дико-генетическое консультирование пациентов.

Вследствие достаточно большой распространен-
ности заболевания всегда вставал вопрос о поиске 
эффективного средства терапии. Был проведен ряд 
клинических испытаний   ингибитора миостатина 
и β-агонистов, но на сегодняшний день ни в одном 
из них не доказана эффективность этих препаратов 
[10-12]. Применение пациентами комбинации анти-
оксидантов не привело к значимым улучшениям в те-
сте 2-минутной ходьбы, но лабораторные биомарке-
ры показали изменения в положительную сторону [13]. 
Кроме того, были разработаны протоколы хирургиче-
ского вмешательства для улучшения качества работы 
плечевых мышц и устранения косметических дефек-
тов [14, 15].

Ни одно из генотерапевтических средств не дошло 
до клинических испытаний, но попытки их разработ-
ки с использованием различных подходов предпри-
нимались неоднократно. Например, применение ан-

тисмысловых олигонуклеотидов и siРНК для целевого 
подавления экспрессии гена DUX4 явилось достаточно 
эффективным как in vitro на культурах клеток [16], так 
и in vivo при доставке молекул внутримышечной инъ-
екцией [7]. Не так давно была разработана система на 
основе аденоассоциированного вирусного вектора, что 
позволило аккумулировать терапевтический эффект 
и улучшить состояние мышей [17]. Также на клеточ-
ных культурах была протестирована модифицирован-
ная система CRISPR-dCas9 с транскрипционным ре-
прессором KRAB, показана возможность применения 
такой методики в терапии пациентов [18]. В этой рабо-
те исследовали также влияние системы на возможные 
дополнительные мишени и показали отсутствие по-
бочных эффектов. Но пока эта система не тестирова-
лась in vivo. Подходы с антисмысловыми олигонукле-
отидами разных видов (siРНК и АСОН) применялись 
и для подавления транскрипционных мишеней DUX4, 
что  уменьшало фенотипические проявления [19, 20]. 

При изучении структуры повторов D4Z4 были об-
наружены кластеры миРНК на антисмысловой це-
пи ДНК, которые могли бы регулировать экспрессию 
DUX4 с D4Z4 повторов [21]. В результате эксперимен-
тов было обнаружено, что эти миРНК и аналогич-
ные им искусственные siРНК могут привлекать белки 
DICER и AGO, модифицирующие структуру повторов 
и их доступность для активной транскрипции. Этот ме-
ханизм представляется довольно интересным для раз-
работки возможной терапии, как активатор внутрен-
них механизмов подавления экспрессии генов в обла-
сти повторов D4Z4.

В нашей работе мы подобрали siРНК таким обра-
зом, чтобы они располагались в промоторной области, 
и протестировали их на иммортализованных клеточ-
ных линиях от пациентов с МЛД и здоровых доноров.

Материалы и методы

Клеточные культуры
В работе были использованы 3 раннее охаракте-

ризованные линии иммортализованных миобластов 
[22]. Способ иммортализации – трансдукция векто-
рами, экспрессирующими факторы иммортализации 
CDK4 и hTERT [23]. Одна из этих линий – миобласты, 
полученные из паравертебральной мышцы здорового 
мужчины, 16 лет (линия 1190 К). Вторая линия получе-
на из клеток подлопаточной мышцы мужчины 27 лет, 
число повторов D4Z4 – 2 (186 FSHD). Третья получе-
на из клеток мышц спины мужчины 26 лет, число по-
второв D4Z4 – 6,3 (1080 FSHD). Линии были любезно 
предоставлены Егором Васецким (Ph.D. Directeur de 
Recherche CNRS Chromatin Dynamics and Metabolism in 
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Cancer, Institut Gustave Roussy, Франция). Клетки куль-
тивировали на пролиферативной среде (ММ)* с анти-
биотиками при 37 oC и 5% СО2 до достижения ими 30-
40% конфлюэнтности. Перед трансфекцией заменяли 
среду на (ММ)* без антибиотиков. После инкубации 
с трансфицирующим агентом в течение 24 часов за-
меняли среду на 1 мл свежей среды (ММ)* с антибио-
тиками. Через 24 часа культуры ополаскивали DPBS 
и вносили в лунки с клетками дифференцировочную 
среду (DM-M). Дифференцировочную среду заменя-
ли на свежую через каждые 48 часов. Оценку степени 
дифференцировки миобластов проводили микроско-
пически с интервалом 24 часа. 

Состав пролиферативной среды (ММ)*: основа – 
среда F12, с добавлением 15% ЭТС, 1,5мкг/мл НС (ги-
дрокортизон), 2мМ глутамина, 10 нг/мл FGF-b. Если 
не указано иное, к среде добавляли антибиотик (рас-
твор пенициллин-стрептомицин) до концентрации 
однократного.

Состав дифференцировочной среды (DM-М): ос-
нова – среда DMEM с добавлением 2% HS (сыворотка 
лошадиная) и 2 мМ глутамина. Если не указано иное, 
к среде добавляли антибиотик (раствор пенициллин-
стрептомицин) до концентрации однократного [24]. 

Дизайн siРНК
siРНК были подобраны к промоторному региону 

гена DUX4 в пределах региона  550±100 нуклеотидов 
от сайта начала транскрипции при помощи создан-
ной в лаборатории программы. Программа проходит 
по заданной последовательности гена и проверяет каж-
дый 19-нуклеотидный фрагмент этой последовательно-
сти на соответствие эмпирическим правилам, изложен-
ным в статье [25]. За выполнение или не выполнение 
этих правил олигонуклеотиду присваиваются или от-
нимаются баллы (табл. 1). Последовательности с наи-
большим счётом проверяли с помощью инструмента 
BLAST и при отсутствии совпадения с нецелевыми ге-
нами использовали для работы. В качестве контроль-
ной (siRNA4) была использована последовательность 
siРНК из [21]. В качестве отрицательного контроля 
нокдауна (siControl) использована последовательность 
из [26]. Последовательности представлены в табл. 2.

Трансфекция миобластов
Трансфекция миобластов проводилась в 12-лу-

ночном планшете при достижении клетками 40%-
ной конфлюэнтности. Трансфекция при помощи 
METAFECTENE® PRO (Biontex) проводилась в следу-
ющих условиях: 100 пмоль siРНК в 30 мкл PBS + 4 мкл 
METAFECTENE® PRO в 30 мкл PBS на одну лунку 
смешивали в пробирке объемом 1,5 мл, инкубиро-

вали 15 минут и добавляли по 65 мкл смеси к среде 
без антибиотика, в которой растут клетки. Кальций-
фосфатную трансфекцию проводили при помощи 
собственных реагентов лаборатории. Кальций-фос-
фатная трансфекция проводилась следующим об-
разом: 50 пмоль siРНК и 250 ммоль Ca в 50 мкл H2O 
+ 50 мкл HBS двукратного тщательно перемешива-
ли, инкубировали 20 мин и добавляли по 100 мкл сме-
си к среде, в которой растут клетки. Трансфекция при 
помощи и Lipofectamine 3000 (Invitrogen) проводилась 
в следующих условиях: 150 пмоль siРНК в 50 мкл PBS 
+ 3 мкл Lipofectamine 3000 в 50 мкл PBS инкубирова-
ли 15 мин и добавляли по 100 мкл смеси в среду, в ко-
торой растут клетки.

Для контроля эффективности трансфекции была 
использована неспецифическая siРНК, меченая флу-
оресцентным красителем (FAM). Оценку доли клеток, 
несущих флуоресцентную метку, проводили методом 
проточной цитометрии.

Экспрессионный анализ
Для анализа экспрессии целевых генов через 96 ча-

сов после трансфекции миобластов была выделена 
мРНК. РНК выделяли методом гуанидин тиоцианат-
фенол-хлороформной экстракции [27]. Выделенную 
РНК обрабатывали ДНК-эндонукелазой I (Диалат Лтд) 
в соответствии с рекомендациями производителя. Про-
верку эффективности ДНКазы проводили методом 
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Проверку целост-
ности РНК проводили с помощью гель-электрофореза. 
РНК, свободную от ДНК, использовали в качестве ма-
трицы для синтеза кДНК с помощью рандомных гекса-
нуклеотидов и обратной транскриптазы (ImProm-II™ 
Reverse Transcription System, Promega, USA) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. Анализ экс-
прессии гена DUX4 и его генов-мишеней (ZSCAN4, 
TRIM43, RFPL2, MBD3L2) проводили так же с помо-
щью ПЦР-РВ. Последовательности праймеров пред-
ставлены в табл. 3.

Анализ экспрессии генов-мишеней в различных 
клеточных линиях проводили  методом ΔCt, сравне-
ние проводили со средним значением Ct референс-
ных генов B2M, HPRT, TFRC, TBP. Последовательно-
сти праймеров приведены в статье [28].

Анализ изменения экспрессии генов-мишеней 
в результате действия siРНК проводили   методом 2ΔΔCt, 
в качестве референсных использовали те же гены, что 
и при экспрессионном анализе.

Статистическая обработка результатов
Все статистические оценки проводились с исполь-

зованием программного обеспечения STATISTICA 8.0. 
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Таблица 1

Правила, по которым программа подбора siРНК присваивает баллы каждому олигонуклеотиду

Параметр (смысловая цепь) Счёт

Содержание G/C нуклеотидов 30-50% -100 если не выполняется

A/U на 3’-конце  больше, чем на 5’-конце 10

Нуклеотид A 1 за каждый

Нуклеотид C -1 за каждый

Позиция Нуклеотид в составе смысловой цепи Счёт

1 G/C 1

3 A 1

3 C -1

5 C -1

6 A/U 1

7 C -1

8 U 1

10 A/U 1

10 C -1

11 G -1

13 G/C 1

13 G -1

14 G -1

16 A 1

17 G -1

19 A/U 1

19 G/C -1

Рекомендованные нуклеотиды в составе смысловой цепи Счёт

AAC 1 за каждый

UC 1 за каждый

UG 1 за каждый

AAG 1 за каждый

AGC 1 за каждый
UCU 1 за каждый

UCCG 1 за каждый
CU 1 за каждый

UCC 1 за каждый

CG 1 за каждый

AUG 1 за каждый

GCG 1 за каждый

UUU 1 за каждый

ACA 1 за каждый

UUC 1 за каждый

CAA 1 за каждый
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Не рекомендованные нуклеотиды в составе смысловой цепи Счёт

CUA -1 за каждый
GU -1 за каждый

GAU -1 за каждый
ACGA -1 за каждый
GCC -1 за каждый

GUGG -1 за каждый
CCC -1 за каждый
GGC -1 за каждый
CCG -1 за каждый
GGG -1 за каждый
CAG -1 за каждый
GAG -1 за каждый
GCA -1 за каждый
AUA -1 за каждый
CUG -1 за каждый

AG -1 за каждый

GG -1 за каждый

GGA -1 за каждый

Таблица 2

Последовательности siРНК, использованных в работе

Название Последовательность 5’-3’ Локализация
siRNA1 GAATCCATCGTCAGGCCAT -600
siRNA2 TCTGGTCTTCTACGTGGAA -547
siRNA3 GGAGGTTCAGTTCCACACT -419
siRNA4 CCGGAAACATGCAGGGAAG -650
siControl AGGTAGTGTAATCGCCTTG ---

Таблица 3

Последовательности праймеров  
для детекции DUX4 и его мишеней

Ген Праймеры

DUX4_c
F 5’-GGCCCGGTGAGAGACTCCACA-3’

R 5’-CCAGGAGATGTAACTCTAATCCAG-
GTTTGC-3’

DUX4_1
F 5’-CGCGGAGAACTGCCATT-3’

R 5’-CCAGAATTTCACGGAAGAACAAG-3’

ZSCAN4
F 5’-GACCTGACTGATGACAGCATAA-3’

R 5’-GTGGTTTGGGCATTCACTTG-3’

TRIM43
F 5’-AACACCGGGAGAAACTCTTAAA-3’

R 5’-CTGATCATCTGTGCCCGTAAA-3’

RFPL2
F 5’-TGCAGATGAACCCAAGGATG-3’

R 5’-TCTTGCCGATTCTGTCTGATG-3’

MBD3L2
F 5’-GCCAGGAGGGTGAAGAAAG-3’

R 5’-TGACAATTCAGAGTAGGAATGAGG-3’

Измерения были получены, по крайней мере, в трех 
повторностях. Результаты представлены в виде сред-
него значения ± стандартное отклонение. Для сравне-
ния групп выборок использовались U-критерий Ман-
на–Уитни и критерий Колмогорова–Смирнова. Разли-
чия считались  статистически значимыми при р< 0,05.

Результаты
Характеристика культур миобластов
Для экспериментов по нокдауну гена DUX4 были 

использованы иммортализованные культуры миобла-
стов. Анализ морфологии этих культур не выявил раз-
личий между недифференцированными миобластами 
здорового человека и пациентов с МЛД, что согласу-
ется с данными других авторов [29]. В образцах здоро-
вой культуры наблюдалось образование миотуб уже 
через сутки культивирования в дифференцировочной 
среде, тогда как в образцах культур миобластов, полу-
ченных от пациентов, образования миотуб не наблю-
далось через 48 часов после индукции дифференци-
ровки (рис. 1), что также согласуется с результатами 
экспериментов [30], в которых контрольные миобла-
сты начинали дифференцировку раньше, чем клетки 
с эктопической экспрессией DUX4.

После дифференцировки «здоровых» и «поражён-
ных» миобластов в миотубы был проведён анализ экс-
прессии гена DUX4 и его генов-мишеней. Он пока-
зал, что ген DUX4 в наших культурах экспрессирует-
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ся на недостаточном уровне для детекции методами 
гнездовой ПЦР или ПЦР-РВ (данные не показаны). 
Гены-мишени DUX4, напротив, хорошо экспресси-
руются в клетках, полученных от пациентов. В соот-
ветствии с нашими ожиданиями, гены-мишени DUX4 
практически не экспрессируются в линии здоровых 
миобластов. Уровень экспрессии генов-мишеней 
в «больных» и «здоровых» линиях миобластов разли-
чался в 3 – 3000 раз в зависимости от конкретного ге-
на и линии (рис. 1).

Оптимизация трансфекции миобластов
В качестве средства доставки siРНК в  миобласты 

были использованы различные методы трансфекции 
клеток: два типа липофекции (при помощи реагентов 
METAFECTENE® PRO и Lipofectamine 3000) и кати-
онная трансфекция (кальций-фосфатная трансфек-
ция). Трансфекция считалась успешной, если боль-
ше 70% клеток, трансфицированных меченой siРНК, 
демонстрировали флуоресценцию выше базальной 
(аутофлуоресценции клеток или трансфицирующе-

го агента). Сравнение эффективности трансфек-
ции миобластов с помощью METAFECTENE® PRO 
и Lipofectamine 3000 представлено на рис. 2.

На первом этапе была проведена трансфекция 
миобластов при помощи реагента METAFECTENE® 
PRO. Трансфекция прошла с высокой эффективно-
стью и без видимых признаков апоптоза. Однако, 
после индукции дифференцировки было установле-
но, что этот реагент ингибирует переход миобластов 
в миотубы. Даже через 96 часов после трансфекции 
в линиях 1080FSHD и 186FSHD не было заметных 
признаков дифференцировки, а миобласты здорово-
го донора (1190К) образовывали примерно в 2 раза 
меньше миотуб после воздействия METAFECTENE® 
PRO, чем контрольные образцы этой же линии (дан-
ные не показаны). Поскольку для проведения экспе-
римента требуется оценивать скорость дифференци-
ровки миобластов при подавлении DUX4 и экспрес-
сию генов-мишеней DUX4 в клетках на стадии миотуб, 
от дальнейшего использования этого реагента было 
решено отказаться.

Рис. 1. Характеристика клеточных линий. А-В. Микрофотографии клеточных линий миобластов на 4 день после индукции миогенной диффе-
ренцировки. А, Б – линии больных МЛД, миотубы ещё не образовались; В – контрольная клеточная линия, миотубы начали формироваться 
(стрелка). Г. Экспрессионный анализ генов-мишеней DUX4 в линии «здоровых» (1190K) и «больных» (1080 и 186) миобластов. Показана относи-
тельная экспрессия по сравнению со средним значением 4-х генов «домашнего хозяйства». Планки погрешностей соответствуют стандартно-
му отклонению. Различия достоверны.



53МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2021. №3

ISSN 2073-7998 	 МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2021. №3

Далее была проведена трансфекция  кальций-фос-
фатным методом. Кальций-фосфат образует преци-
питаты с нуклеиновыми кислотами, которые затем 
попадают в клетки в результате эндоцитоза. Однако, 
обработка кальций-фосфатом миобластов показала 
токсический эффект преципитатов для всех клеточ-
ных линий. Миобласты демонстрировали визуально 
видимые признаки апоптоза (ошаривание, фрагмен-
тация клеток) уже через 6 часов инкубации с преципи-
татами, а через 24 часа после трансфекции все они по-
гибали. Уменьшение концентрации реагента, времени 
инкубации комплексов и частоты смены среды после 
трансфекции не привели к значительному ослаблению 
токсического эффекта. 

Далее была проведена трансфекция с помощью 
реагента Lipofectamine 3000. Эффективность транс-
фекции составила в среднем 95%, видимых признаков 
апоптоза не было обнаружено ни сразу после транс-
фекции, ни спустя 48 часов. Дифференцировка мио-
бластов происходила одновременно в трансфициро-
ванных и нетрансфицированных линиях, что говорит 
о том, что Lipofectamine 3000 не ингибирует переход 
миобластов в миотубы. В дальнейшем эксперименты 
по нокдауну DUX4 были проведены с использовани-
ем этого реагента.

Экспрессионный анализ нокдауна гена DUX4
Для дизайна siРНК была выбрана промоторная об-

ласть гена DUX4. При помощи, созданной нами про-
граммы были выбраны три перспективные после-

довательности siРНК в пределах региона -650±100 
нуклеотидов от сайта начала транскрипции (список ис-
пользуемых последовательностей приведен в табл. 2). 
В качестве положительного контроля нокдауна нами 
была использована последовательность siРНК из ста-
тьи [21], где эффективность подавления экспрессии ге-
на DUX4 при трансфекции этой siРНК составила 89%, 
а снижение экспрессии генов-мишеней достигало 92%.

Спустя 48 часов после успешной трансфекции ми-
областов был индуцирован процесс дифференциров-
ки. Поражённые клетки дифференцировались мед-
леннее, чем «здоровые» миобласты, во всех группах 
образцов. Через 96 часов после индукции дифферен-
цировки все клеточные образцы достигли дифферен-
цированного состояния (образовали множество мио-
туб). Для оценки подавления экспрессии гена DUX4 
в этих образцах из них была выделена РНК и прове-
дён анализ экспрессии генов-мишеней DUX4. Ана-
лиз показал, что контрольная siRNA4, которая в ста-
тье [21] понизила экспрессию генов-мишеней на 92%, 
в наших экспериментах подавила DUX4 значитель-
но слабее: в линии миобластов 1080FSHD снижение 
экспрессии гена TRIM43 составило 8%, ZSCAN – 20%, 
RFPL2 – 24%, экспрессия MBD3L2 не снизилась. 
В линии миобластов 186FSHD снижение экспрессии 
гена TRIM43 составило 8%, ZSCAN – 20%, RFPL2 –  
18%, MBD3L2 – 12%. Остальные siРНК, разработан-
ные нами и направленные на промоторную область 
гена DUX4, снизили экспрессию некоторых генов-
мишеней на 8-10%, но в большинстве случаев изме-

Рис. 2. Эффективность различных методов липофекции   «здоровых» (1190K) и «больных» (1080 и 186) миобластов. Эффективность трансфек-
ции как METAFECTENE® PRO, так и Lipofectamine 3000 составила более 80% для всех линий миобластов. Поскольку кальций-фосфатная транс-
фекция привела к гибели клеток, анализ эффективности для неё не проводили. Результат получен в трёх повторностях. Планки погрешностей 
соответствуют стандартному отклонению.
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нение экспрессии оказалось статистически незначи-
мым. Более того, siRNA1 способствовала повышению 
экспрессии генов-мишеней в 1,4-1,6 раз в клетках ли-
нии 1080FSHD (рис. 3).

Обсуждение

Ген DUX4 в норме функционирует на зародышевых 
стадиях, таким образом, этот ген ассоциирован с поли-
потентностью. Это обстоятельство хорошо согласуется 
с нашими наблюдениями о том, что миобласты паци-
ентов с МД медленнее, чем здоровые, дифференциру-
ются в миотубы, которые затем должны стать мышеч-
ной тканью. Эктопическая экспрессия гена DUX4 яв-
ляется основной причиной развития МЛД. 

Так как DUX4 – транскрипционный фактор, за-
пускающий каскад активации последующих регуля-
торных генов, даже очень низкой экспрессии DUX4 
достаточно для проявления клинических симптомов 
[31]. Исследования показывают, что в мышечных тка-
нях больных МЛД только 1 из 1000 миобластов [4] 
или 1 из 200 ядер миотуб [31] синтезирует мРНК DUX4, 
что делает детекцию экспрессии этого гена затрудни-
тельной. В исследованиях, посвящённых МЛД, ав-
торы прибегают к различным способам выявления 
мРНК гена DUX4: гнездовой ПЦР [4], иммуноблот-
тингу [31], ПЦР в реальном времени генов-мише-
ней [21]. Последний способ представляется наиболее 
эффективным, так как уровень экспрессии генов-
мишеней DUX4 в несколько раз выше, чем уровень 
экспрессии DUX4. В нашей работе мы оценивали сте-

пень подавления экспрессии гена DUX4 по измене-
нию экспрессии его генов-мишеней. В качестве мар-
керных генов выбирали гены-мишени, которые, со-
гласно экспериментальным данным, имели более чем 
в 2 раза увеличенную экспрессию в ответ на актива-
цию экспрессии гена DUX4 [2].  В результате экспрес-
сионного анализа нами был разработан способ опос-
редованной оценки экспрессии гена DUX4 по уровню 
транскрипции его генов-мишеней (ZSCAN4, TRIM43, 
RFPL2, MBD3L2). Мы показали, что линии миобла-
стов, полученные от пациентов с диагностированным 
МЛД, при дифференцировке в миотубы экспрессиру-
ют гены-мишени DUX4 на достаточно высоком уров-
не в отличие от здоровых клеток.

В наших экспериментах мы также обнаружили, 
что миобласты очень чувствительны к выбору транс-
фицирующего реагента. Так, METAFECTENE® PRO 
ингибирует дифференцировку миобластов и образо-
вание миотуб. Так как METAFECTENE® PRO явля-
ется липопротеидным реагентом, образующим липо-
сомы, которые затем объединяются с мембраной кле-
ток, он, по-видимому, нарушает каким-то образом 
процесс объединения миобластов при формировании 
миотуб. Интересно, что эффективность трансфекции 
METAFECTENE® PRO была достаточно высокой. 
Таким образом, мы видим, что трансфекция прохо-
дила и это, по-видимому, нарушало процесс диффе-
ренцировки.

Кальций-фосфат, напротив, высокой эффективно-
сти трансфекции не обеспечивал. Хотя другие клеточ-
ные линии хорошо переносят трансфекцию кальций-

Рис. 3. Экспрессионный анализ нокдауна DUX4 в линиях пациентов, поражённых МЛД. Экспрессия генов в условиях трансфекции контрольной 
неспецифической siРНК – siControl принята за единицу. siRNA1-3 – разработанные нами малые интерферирующие РНК, siRNA4 – положительный 
контроль нокдауна. Результат получен в пяти технических повторностях. Планки погрешностей соответствуют стандартному отклонению.
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фосфатом [32], использованные нами линии миобла-
стов по какой-то причине не производят эндоцитоз, 
необходимый для доставки siРНК таким способом. 
Кроме того, есть предположение, что, будучи молеку-
лой РНК без оболочки из липопротеинов или подоб-
ных реагентов, siРНК в составе преципитатов с каль-
ций-фосфатом быстро уничтожается внеклеточными 
РНК-нуклеазами. В конечном итоге мы выяснили, что 
кальций-фосфатная трансфекция не подходит для ли-
ний миобластов 1080FSHD и 186FSHD.

Третий использованный нами реагент для транс-
фекции, Lipofectamine 3000, показал хорошую эффек-
тивность трансфекции (83-95%, рис. 2) и отсутствие 
ингибирования дифференцировки миобластов. В ре-
зультате трансфекции этим реагентом нам удалось по-
лучить результаты, подтверждающие подавляющую ак-
тивность siРНК из статьи [21], а также активирующую 
активность одной из наших siРНК. Полученные ре-
зультаты о подавляющей активности siРНК из статьи 
[21] не вполне соответствуют результатам, представ-
ленным для этой siРНК в оригинальной статье. Так 
как мы использовали сходные реагенты и концентра-
ции siРНК для подавления экспрессии гена, причи-
на различий, возможно, лежит в разном генетическом 
контексте, так как клеточные линии, использован-
ные в работе, отличаются от наших. Подтверждением 
этой версии служит также то, что линии миобластов, 
использованные в данной работе, продемонстрирова-
ли различный уровень подавления экспрессии генов-
мишеней, несмотря на одинаковые условия культиви-
рования, трансфекции и анализа экспрессии (рис. 3).

Для дизайна siРНК нами была выбрана промотор-
ная область гена DUX4, так как по литературным дан-
ным [21]  направление в эту область олигонуклеотидов 
может приводить к привлечению к промотору метили-
рующих агентов и, как следствие, к транскрипционно-
му замалчиванию региона. Известно, что промоторная 
область генов содержит как энхансеры, так и сайлен-
серы транскрипции. Некоторые антисмысловые оли-
гонуклеотиды направляют на промоторные области 
генов, чтобы усилить их экспрессию [33]. Точный ме-
ханизм такого эффекта ещё предстоит выяснить, как 
и принципы, по которым тот или иной участок промо-
торной области при контакте с антисмысловым оли-
гонуклеотидом активирует или подавляет экспрессию 
соответствующего гена.

Низкий уровень экспрессии гена DUX4 делает 
культуры миобластов пациентов сложным объектом 
для разработки подходов к терапии, так как при ис-
пользовании siРНК экспрессия этого гена может по-
нижаться, что может быть затруднительно детектиро-
вать. Модельные организмы более адекватны этим за-

дачам, и на них можно наблюдать эффекты от siРНК 
на более длинном промежутке времени. В нашей ра-
боте мы обнаружили один из участков, который, судя 
по косвенным признакам (экспрессия генов-мише-
ней DUX4), потенциально может активировать экс-
прессию DUX4 ещё сильнее, чем это делает уменьше-
ние числа повторов. Согласно работам других авторов 
[2], активация экспрессии гена DUX4 приводит к уве-
личению экспрессии его генов-мишеней, а поскольку 
мы направляли siРНК именно на этот ген, то увели-
чение экспрессии генов-мишеней рассматриваем как 
результат усиления экспрессии гена DUX4. Это очень 
интересный результат, который можно в дальнейшем 
использовать, например, для выведения линии мио-
бластов с увеличенной экспрессией DUX4, причём эн-
догенной, в отличие от плазмидных систем. Высокая 
экспрессия гена DUX4 в модельных клеточных линиях 
может помочь лучше изучить сам этот ген, его транс-
крипционные изоформы и варианты белка. В конеч-
ном итоге высокий уровень понимания механизма па-
тогенеза МЛД должен привести к созданию эффектив-
ной и специфичной терапии.
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