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Скрининг направляющих РНК для восстановления рамки считывания в гене DMD 
методом геномного редактирования
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Мышечная дистрофия Дюшенна является самой распространённой мышечной дистрофией у детей. Причиной заболевания 
наиболее часто являются делеции экзонов 43-55 гена DMD, приводящие к сдвигу рамки считывания и отсутствию экспрессии 
функционального белка дистрофина. Для восстановления рамки считывания наиболее оптимальным является подход пропуска 
дополнительного экзона. Для того, чтобы удалить экзон полностью необходимо внести два двухцепочечных разрыва ДНК, что 
сопряжено с рядом негативных последствий. Однако перманентного пропуска экзона также можно добиться, разрушив сайт 
сплайсинга единственным разрывом ДНК с последующей репарацией путём негомологичного соединения концов. Для оценки 
возможности реализации данной стратегии нами был проведен биоинформатический и экспериментальный скрининг нРНК, 
направленных на сайты сплайсинга экзонов 43-55. В результате наиболее перспективными для редактирования подобным 
образом оказались акцепторные сайты сплайсинга экзонов 54-55 и донорные сайты сплайсинга экзонов 43 и 53. Кроме того 
показана эффективность работы Cas9 с неклассической PAM-последовательностью NGA.
Ключевые слова: редактирование генома, мышечная дистрофия Дюшенна, DMD, экзон-скиппинг, восстановление рамки 
считывания.
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 Duchenne muscular dystrophy is the most common muscular dystrophy among children. Mostly the cause of the disease is frame-shift 
deletions of exons 43-55 of the DMD gene, leading to  the absence of expression of the functional dystrophin. The most optimal approach 
to restoring the reading frame is skipping an additional exon. In order to completely remove an exon, it is necessary to introduce two 
double-stranded DNA breaks, which is associated with a number of negative consequences. However, permanent exon skipping can 
also be achieved by disruption the splice site by a single DNA break with following repair by non-homologous end joining. To assess 
the feasibility of this strategy, we performe a bioinformatics and experimental screening of sgRNAs targeting the splice sites of exons 
43-55. As a result, the most promising sites for editing were the acceptor splice sites of exons 54-55 and the donor splice sites of exons 
43 and 53. In addition, we demonstrate the efficiency of Cas9 with the non-classical PAM sequence NGA. 
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Введение

Мышечная дистрофия Дюшенна (МДД) – тяже-
лое Х-сцепленное наследственное заболевание, при 
котором прогрессирующая атрофия мышц приводит 
к усиливающимся трудностям с движением и, в ко-
нечном итоге, к необходимости искусственной вен-
тиляции легких и преждевременной смерти. Заболе-
вание вызвано патогенными вариантами в гене DMD, 
которые подавляют выработку дистрофина в мышцах 
[1], чаще всего это делеции одного или нескольких 
экзонов из региона 43-55, приводящие к сдвигу рам-
ки считывания [2]. Делеции и дупликации без сдвига 
рамки считывания в основном приводят к другому ал-
лельному заболеванию – мышечной дистрофии Бекке-
ра, отличающейся более мягким течением и большей 
продолжительностью жизни [3].

Современные возможности открывают множе-
ство вариантов восстановления функции белка, ко-
торые могут приводить к облегчению тяжести те-
чения наследственных заболеваний. Во всем ми-
ре было одобрено более 100 различных методов 
генной, клеточной и РНК-терапии [4]. Наиболее 
актуальными и популярными стратегиями лечения 
мышечных дистрофий являются подходы с заменой 
поврежденного гена путем его переноса с помощью 
вектора на основе аденоассоциированного вируса 
(AAV) и синтеза с него функционального белка [5], 
пропуск экзона с использованием антисмысловых 
олигонуклеотидов [6] и метод транс-сплайсинга [7]. 
Однако они могут иметь ряд недостатков, например, 
интегрирующие векторы могут привести к онкогенной 
трансформации, в то время как неинтегрирующие 
генные конструкции не могут гарантировать 
продолжительное функционирование, особенно 
в делящихся клетках [8].

В данной работе мы используем систему CRISPR  
(кластерные, регулярно расположенные короткие 
палиндромные повторы)/Cas9, которая отличается 
от предыдущих подходов тем, что создает точные 
и постоянные изменения в геноме [9]. В упрощенном 
виде принцип работы системы заключается в том, что 
нуклеаза Саs9 в комплексе с уникальной направляю-
щей РНК (нРНК) создаёт двухцепочечный разрыв в за-
данном месте ДНК, который может восстанавливаться 
естественным путём системами клеточной репарации. 
В момент репарации в место разрыва можно вставить 
необходимую последовательность ДНК или восполь-
зоваться тем, что процесс негомологичного соедине-
ния концов ДНК зачастую приводит к однонуклеотид-

ным вставкам или делециям, которые могут, например, 
нокаутировать ген. Недавние результаты клинических 
исследований по лечению пигментной дегенерации 
сетчатки показали эффективность геномного редак-
тирования при субретинальном введении препарата 
[10]. Кроме того, это был один из первых опытов in vivo 
введения препаратов редактирования генома человеку, 
успешность которого может развеять опасения о безо-
пасности данного подхода к терапии.

В геномном редактировании глобально можно вы-
делить два подхода. Первый состоит в выключении ге-
на, продукт которого может накапливаться и наносить 
вред организму, как в случае с препаратом NTLA-2001 
для лечения транстиретинового амилоидоза [11], кото-
рый находится на фазе 3 клинических исследований. 
Преимуществом данного подхода является широкое 
разнообразие выбора точек разреза в целевом гене, 
достаточно внести всего один двухцепочечный разрыв 
практически в любом месте кодирующей части гена, 
чтобы при его репарации путем негомологичного сое-
динения концов возник сдвиг рамки считывания и, как 
следствие, потеря функции гена. Второй подход состо-
ит в восстановлении утраченной геном функции и от-
личается большей сложностью и разнообразием вари-
аций исполнения в зависимости от типа патогенного 
генетического варианта и желаемой цели. Примени-
тельно к гену DMD наиболее универсальным методом 
является восстановление рамки считывания. Восста-
новить нарушенную рамку считывания также можно 
несколькими способами (рис. 1).

В данной работе мы сосредоточили внимание на 
классическом пропуске экзонов 43-55, так как дан-
ный подход позволит охватить наибольшее число по-
тенциально подходящих для такой терапии пациен-
тов. В большинстве работ нРНК подобраны к клас-
сической РАМ-последовательности, что значительно 
ограничивает выбор целевых регионов [12]. Извест-
ные в литературе нРНК, позволяющие эффективно 
пропустить экзон из региона 43-55, ограничены 
экзонами 45 и 51. 

Цель исследования: оценка эффективности всех 
возможных нРНК, направленных на донорные и ак-
цепторные сайты сплайсинга целевых экзонов.

Методы

Получение плазмид
Cas9-содержащие плазмиды получены в дар: 

(pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) (Addgeneplasmid # 
48138, PubMed 24157548) и saCas9 - pX601-AAV-
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CMV::NLS-SaCas9-NLS-3xHA-bGHpA;U6::BsaI-
sgRNA (Addgene plasmid # 61591, PubMed 25830891) 
− подарок от Feng Zhang; AAV-CMV-GFP (Addgene 
67634, PubMed 25798616) − подарок от Connie Cepko. 
Для подтверждения соответствия картам плазмиды 
были отсеквенированы методом длинных прочтений 
на платформе Oxford Nanopore с глубиной прочтения 
более 10 000 Х.

Все специфические последовательности нРНК 
подобраны с использованием сервиса для дизай-
на нРНК в составе облачной платформы Benchling 
(https://benchling.com) с учетом предлагаемых сер-
висом индексов целевой и нецелевой активности 
и синтезированы в форме дуплексов с липкими кон-
цами, совместимыми с эндонуклеазами рестрикции. 
Синтез произведен компанией GenTerra (https://www.
genterra.ru).

Для вставки целевых нРНК проводили рестрикцию 
плазмидных векторов, содержащих spCas9 и saCas9, c 
использованием эндонуклеаз рестрикции Bbs I/BstV2 I  
(Сибэнзим) и Bsa I/Bso31 I (Сибэнзим). Лигирование 
проводили с использованием Т4 ДНК лигазы (Сибэн-
зим). Весь объем лигазной смеси использовали для 

трансформации 100 мкл компетентных E. coli (штамм 
XL10-Gold, AgilentTechnologies) по стандартному про-
токолу «теплового шока» [13]. Полученные колонии 
проверяли методом ПЦР, где в качестве обратного 
праймера использовали один из олигонуклеотидов ду-
плекса нРНК, а прямой праймер  был комплемента-
рен последовательности плазмиды (табл. 1). Экстрак-
цию осуществляли с помощью набора для выделения 
плазмидной ДНК из бактериальных клеток (Биолаб-
микс). Наличие вставки подтверждали методом секве-
нирования по Сэнгеру с использованием специфиче-
ских праймеров (табл. 1) на генетическом анализаторе 
ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems, США) согласно 
протоколу производителя.

Трансфекция HEK293T
Клетки рассеивали за сутки до трансфекции в ко-

личестве 3*10^5 клеток на 1 лунку 12-луночного план-
шета. За два часа до трансфекции полную ростовую 
среду меняли на свежую среду DMEM (PanEco, 1г/мл 
глюкозы) без добавок. Трансфекцию проводили с ис-
пользованием 3 мкг/мкл PEI MW 25000 (Polysciences, 
США) с последующей экспозицией в течение 3,5 ча-

Таблица 1. Праймеры для контроля клонирования направляющих РНК в акцепторные плазмиды

Table 1. Primers for control of guide RNAs cloning into acceptor plasmids

Наименование Последовательность 5’->3’ Направление Нуклеаза Назначение

sa-sg-seq10F AGAATTCCTAGAGCTCGCTG Sense SaCas9 Контроль колоний / секвенирование по Сэнгеру

sa-sg-seq10R CAAAAATCTCGCCAACAAGTT Antisense SaCas9 Секвенирование по Сэнгеру

u6prom-f GAGGGCCTATTTCCCATGATT Sense SpCas9 Контроль колоний / секвенирование по Сэнгеру

scaffoldRNA-seq.r AAGCACCGACTCGGTGCC Antisense SpCas9 Секвенирование по Сэнгеру

Рис. 1. Способы восстановления рамки считывания.

Fig. 1. Methods for restoring the reading frame.
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сов, затем среду заменяли на полную ростовую без ан-
тибиотика. Эффективность трансфекции оценива-
ли по %GFP событий на проточном цитофлуориме-
тре CytoFLEX (Beckman Coulter, США) через 48 часов.

Оценка эффективности редактирования путем 
анализа ДНК
Целевые сайты амплифицировали путём стандарт-

ной ПЦР. Праймеры представлены в табл. 2. Амплико-
ны секвенировали по Сэнгеру с двух сторон. Для оцен-
ки эффективности редактирования секвенограммы 
анализировали на наличие коротких инсерций и де-
леций (инделов) с использованием программ TIDE 
(Tracking of Indels by Decomposition, http://shinyapps.
datacurators.nl/tide/).

Результаты исследования и их обсуждение

Биоинформатический скрининг нРНК
Ключевым ограничением при выборе локуса для 

редактирования ДНК является PAM-последователь-
ность, которая распознается нуклеазой Cas и должна 
находиться в трех нуклеотидах от целевого места раз-
реза [12]. Однако при оценке нецелевых локусов ре-
дактирования было показано, что кроме классического 
PAM-NGG, Cas9 способна связываться с други-
ми PAM-последовательностями с различной эффек-
тивностью [14,15]. На основании этих данных при 
выборе нРНК мы использовали PAM-NGG, PAM-
NNG и PAM-NGN.

Сначала нРНК были подобраны так, чтобы 
двухцепочечный разрыв ДНК происходил 
максимально близко к консенсусному сайту сплай-
синга в интервале +/-3 нуклеотида от экзон-интрон-
ного соединения. В общей сложности подобраны 105 
нРНК для различных PAM-последовательностей, те-
оретически совместимых с spCas9. Поскольку макси-
мальная эффективность нуклеазы наблюдается при 
классическом PAM NGG, только 28 (26,7%) подо-
бранных нРНК обладали предсказанным индексом 
эффективности более 30%. Аналогичный подбор был 
сделан для последовательности PAM-NNGRR, со-
вместимой с saCas9: подобраны 38 нРНК, 10 (26,3%) 
из которых по предсказаниям имели эффективность 
более 30%. При фильтрации всех нРНК по уровню 
эффективности не менее 40% осталось 26, направ-
ленных ко всем экзонам кроме 54. После этого все 
последовательности проверили на специфичность 
с использованием приложения Blat геномного бра-
узера UCSC (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). 
Дополнительно вручную проведен поиск нРНК с не-
большим удалением от консенсусных последователь-
ностей сайтов сплайсинга, но с ужесточением требо-
ваний к PAM (только NGG для spCas9). После ещё 
нескольких циклов ручной проверки и отбора нРНК 
по принципу баланса между ожидаемой эффектив-
ностью и специфичностью разреза, а также положе-
нием предполагаемого разреза в консервативных об-
ластях мотивов сайтов сплайсинга были отобраны 25 
нРНК к экзонам 43, 44, 45, 46, 50, 51, 52, 53, 54 (табл. 

Таблица 2. Праймеры для оценки эффективность редактирования

Table 2. Primers for assessing editing efficiency

Экзон Прямой праймер Обратный праймер Длина 
апликона Положение hg38

43 CCATTTGCTACCTTTGGGATTTG AGCTCATTTGTCTGAATTGTTCATC 450 chrX:32287800-32287351

44 ATGTTGTGTGTACATGCTAGGTGTG AGTTAAAGAGTCCAGATGTGCTGA 397 chrX:32217249-32216853

45 TCCTTTGGATATGGGCATGTCAG TGATAGGTTCTTTAATGTTAGTGCC 463 chrX:31968640-31968217

46 TGGCCAGGAATTTTTGAATCAG CTTCTTTATGCAAGCAGGCCC 436 chrX:31932468-31932033

50 GCCTGGAGAAAGGGTTTTTGTATG ACACTCCCCATATCCCGTTGT 543 chrX:31820305-31819763

51 TGCCATCTTCCTTGATGTTGGA AGGCTGAATAGTGAGAGTAATGTGT 309 chrX:31774120-31773812

52 AGGCATTCAGACAGTGGTTTAAG CTTTGTGTGTCCCATGCTTGTTA 439 chrX:31730036-31729598

53 CCTTCAGAACCGGAGGCAAC CATTTCAGCTTTAACGTGATTTTCT 298 chrX:31679546- 31679249

54 AAGTTTGTCCTGAAAGGTGGGTTA CCACCCCATTATTACAGCCAAC 398 chrX:31658336-31657939

55 CTTCCCCCATACAAACGCCT GCGGAAATGCCTGACTTACT 424 chrX:31628077-31627654
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3). Две из подобранных нРНК подошли одновремен-
но для spCas9(NAG) и saCas9(NAGAA). 

Экспериментальный скрининг нРНК
Для оценки эффективности создания двухцепо-

чечного разрыва произведена трансфекция в культуру 
клеток HEK293T согласно схеме (рис. 2) в трех техни-
ческих и двух биологических повторностях. Плазми-
да с saCas9 не содержит репортерного гена GFP, поэто-
му для оценки эффективности доставки конструкций 
в клетки мы использовали котрансфекцию с меньшей 
по размеру GFP-содержащей плазмидой. Плазмида 
с spCas9 трансфицирована индивидуально.

После трансфекции из клеток выделяли ДНК 
и амплифицировали места отжига нРНК. Далее с по-
мощью программы TIDE оценивали процент инде-
лов, образовавшихся в результате репарации двух-
цепочечного разрыва путем негомологичного сое-
динения концов, который отражает эффективность 
редактирования. Для стандартизации результа-
тов и сравнения эффективности процент инделов 
нормирован на эффективность трансфекции, раз-
брос которой составил от 17% до 66% для spCas9 
и от 75% до 96% для saCas9. Результат представ-

лен на рис. 3. Достоверно эффективными оказа-
лись шесть нРНК, направленных на сайты сплай-
синга экзонов 43, 53, 54 и 55. Они могут быть под-
ходящими для исправления более 30 типов делеций  
(табл. 4), 4 из которых относятся к числу наиболее 
частых и встречаются примерно у 10% пациентов [2]. 
По предварительным подсчетам имеющихся в ФГБНУ 
МГНЦ данных разрабатываемый подход мог быть эф-
фективен как минимум для 8% российских больных. 

Практически все отобранные нРНК имеют клас-
сические PAM-последовательности, за исключени-
ем нРНК_55-4, которая имеет PAM-CGA. По дан-
ным литературы, PAM-NGA является второй по эф-
фективности после NGG и достоверно эффективнее 
всех остальных PAM-последовательностей (NAA, NAT, 
NAG, NAC, NTA, NTT, NTG, NTC, NGT, NGC, NCA, 
NCT, NCG, NCC) [16].

Для визуализации вносимых изменений и оцен-
ки возможных эффектов на пропуск экзона сиквено-
граммы мест посадки отобранных нРНК дополнитель-
но были проанализированы в DECODRv3.0. Однону-
клеотидные делеции и вставки происходили в равной 
степени, реже наблюдаются более крупные делеции, 
как например делеция 10 п.н. в нРНК_43-2 и 4 п.н. в  

Рис. 2. Схема эксперимента по трансфекции нРНК в HEK293T 

Fig. 2. Schema of the gRNA transfection experiment in HEK293T
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нРНК_55-6. Все отобранные нРНК создают двухцепо-
чечный разрез в экзоне. Вероятнее всего это обуслов-
лено высокой консервативностью интронной части 
сайта сплайсинга и, соответственно, её похожестью 
во всех генах [17], что делает эти регионы малопри-
годными для геномного редактирования. В противо-
положность этому экзоны отличаются своей уникаль-
ностью и обогащены регуляторными последовательно-
стями энхансеров сплайсинга (ESE), которые отвечают 
за правильное распознавание сплайсосомой и включе-
ние экзона в зрелую мРНК [18]. Наибольшее количе-
ство ESE находится в области  экзон-интронного сое-
динения. Ещё одним плюсом создания индела в экзо-
не, а именно в его 5’-конце,  является дополнительный 
эффект рефрейминга (рис. 1). Так как варианты сай-

тов сплайсинга редко приводят к стопроцентному эк-
зон-скиппингу [19], сдвиг рамки считывания вначале 
экзона может оказывать дополнительный терапевти-
ческий эффект, восстанавливая рамку считывания, на-
рушенную делецией предыдущего экзона [20].

Однако успешное внесение инделов в целевой ре-
гион не гарантирует пропуска экзона на уровне РНК. 
Для оценки терапевтической эффективности отобран-
ных конструкций необходима проверка их в клетках 
с высоким уровнем экспрессии полноразмерного дис-
трофина, например, в миобластах. Целью следующей 
работы является получение клеточных культур от до-
норов с мышечной дистрофией Дюшенна и оценка 
уровня восстановления экспресси дистрофина после 
трансфекции. 

Рис. 3. Гистограмма эффективности редактирования. Звездочками помечены столбцы со статистически достоверными значе-
ниями по данным TIDE (p < 0.001, рассчитывается автоматически внутренним программным обеспечением).

Fig. 3. Histogram of editing efficiency. Columns with statistically significant values ​​according to TIDE data (p < 0.001, calculated auto-
matically by internal software) are marked with asterisks.

Таблица 4. Экспериментально отобранные нРНК. Наиболее частые делеции отмечены жирным шрифтом.

Table 4. Experimentally selected gRNAs. The most frequent deletions are marked in bold.

Направляющая РНК Эффективность редактирования (%) Подходящие для редактирования делеции

нРНК_43-1 27,1 (±4,3) 44, 44-47, 44-48, 44-49, 44-51, 44-53, 44-55

нРНК_43-2 47,9 (±26,6) 44, 44-47, 44-48, 44-49, 44-51, 44-53, 44-55

нРНК_53-2 28,8 (±4,9) 52, 50-52, 49-52, 48-52, 47-52, 45-52, 43-52, 42-52, 41-52, 40-52, 39-52, 
38-52, 37-52. 36-52

нРНК_54 12,6 (±5,5) 55, 55-57, 55-59, 55-60, 55-67

нРНК_55-4 29,3 (±2,3) 54, 52-54, 50-54, 49-54, 48-54, 47-54, 45-54, 43-54

нРНК_55-6 11,5 (±2,4) 54, 52-54, 50-54, 49-54, 48-54, 47-54, 45-54, 43-54
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Заключение

Таким образом, в данной работе проведен скри-
нинг всех нРНК, направленных на сайты сплайсин-
га экзонов 43-55 гена DMD, из них отобраны 6 луч-
ших, позволяющих продолжить разработку терапии 
для более тридцати вариантов делеций. Показана воз-
можность увеличения количества целевых локусов ре-
дактирования ДНК за счет дополнительной PAM-по-
следовательности NGA, что значительно расширяет 
возможности применения технологии геномного ре-
дактирования.
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