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Мутации гена Dmd, кодирующего мембранный белок дистрофин, ассоциированы с развитием тяжелых 
X-сцепленных мышечными заболеваниями – миодистрофии Дюшенна и Беккера. При этом наряду 
с классическими симптомами со стороны поперечнополосатой мускулатуры мутации дистрофина могут приво-
дить к снижению когнитивных функций и поведенческим аномалиям. 

Цель: проведение пилотного анализа поведенческих и когнитивных особенностей у мышей с генетическим 
дефектом, воспроизводящим фенотип миодистрофии Дюшенна. 

Материалы и методы. Для оценки особенностей моторных функций и поведения мыши DmdDel8-34 (n=13) и 
контрольные животные дикого типа (n=12) были подвергнуты исследованию в тестах «Удержание груза», «Рота-
род», «Приподнятый крестообразный лабиринт» и «Распознавание объектов». 

Результаты. Было обнаружено, что мыши, несущие мутацию DmdDel8-34 характеризуются снижением мотор-
ных функций, демонстрируют признаки тревожности, а также проявляют низкую исследовательскую активность. 
Обнаруженные особенности когнитивного и эмоционального статуса совпадают с клиническими наблюдениями, 
свидетельствующими о повышенном риске развития у пациентов с мутациями гена Dmd расстройств аутистиче-
ского спектра и обсессивно-компульсивного расстройства. Таким образом было доказано, что с 8 недели жизни 
мыши линии DmdDel8-34 демонстрируют снижение показателей в тестах «Ротарод» и «Удержание груза». Поведен-
ческое тестирование в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» выявило снижение времени, достигающее 
статистически достоверной разницы в сравнении с контролем дикого типа на 12й неделе и при оценке когнитив-
ных функций в тесте «Распознавание объектов» было показано, что мыши DmdDel8-34демонстрируют увеличение 
значения индекса дискриминации, что является признаком увеличения эффективности гиппокампальной памяти. 

Заключение. Проведенное исследование позволило выявить некоторые поведенческие аномалии у генетиче-
ски-модифицированных мышей, несущих крупную делецию экзонов 8-34 гена Dmd, кодирующего дистрофин. 
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Поддержание структурной и ультраструк-
турной целостности мышечной ткани является 
результатом непосредственного вклада тысяч 
структурных белков [1]. Ключевую роль в их 
числе занимают белки цитоскелета, участвую-

щие в формировании пространственной орга-
низации, обеспечении физико-механических 
свойств и сократительной активности миоцитов 
[2, 3]. При этом закономерным последствием 
мутаций в данных белках является развитие 
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анатомических и функциональных аномалий, 
объединенных термином «наследственные 
миопатии». 

Среди наиболее изучаемых белков, анома-
лии которых ассоциированы с наследственны-
ми миопатиями, можно выделить дистрофин. 
Мутации в гене Dmd, кодирующем дистрофин, 
являются причиной развития наиболее распро-
страненных X-сцепленных мышечных дистро-
фий – миодстрофии Дюшенна и миодистрофии 
Беккера. Дистрофин располагается на мышеч-
ной сарколемме в мембранном белковом ком-
плексе, который соединяет цитоскелет с базаль-
ной мембраной [4]. Хотя точная функция дис-
трофина неизвестна, доказано, что данный бе-
лок участвует в механической стабилизации 
сарколеммы, а его недостаток приводит к меха-
ническому повреждению мембран и активации 
множества патофизиологических процессов, 
многие из которых сходятся на изменении 
внутриклеточной динамики кальция [5]. Кроме 
того, поскольку дистрофин играет важную роль 
в процессах митотического деления, при болез-
ни Дюшенна нарушается клеточная полярность 
и миогенная дифференцировка стволовых кле-
ток [6]. Стволовые клетки, лишенные функцио-
нального дистрофина, подвергаются аберрант-
ному асимметричному делению с амплифика-
цией центросом, ошибками ориентации верете-
на и удлиненным клеточным циклом [7, 8]. 

В случае утраты белкового продукта дис-
трофина вследствие крупных делеций или сдви-
га рамки считывания сарколемма становится 
уязвимой к механическим деформациям, воз-
никающим при сокращении или растяжении 
мышц. При этом накапливаются структурные 
повреждения, которые приводят к развитию 
воспаления и фиброза, ограничивающих функ-
циональные резервы мышечной ткани [9]. Как 
следствие, доминирующими симптомами при 
Dmd-ассоциированных миодистрофиях являют-
ся мышечная гипотония, а также сердечная и 
дыхательная недостаточность. Однако, помимо 
мышечных симптомов, в спектре клинических 
проявлений миодистрофии Дюшенна [10] и 
миодистрофии Беккера [11] также были описа-
ны поведенческие и когнитивные нарушения 
разной степени выраженности. По всей видимо-
сти, причиной нейропсихических аномалий при 
дистрофинопатиях является вовлеченность дис-
трофина в развитие или функционирование 
нервной системы [12]. Транскриптомный ана-
лиз показывает, что уровень экспрессии дис-
трофина в нервной ткани составляет около 10% 
от такового в миоцитах, но разнообразие его 
изоформ в головном мозге значительно выше, 
чем в скелетных мышцах [13-15]. 

В целом, выяснение нейробиологических 
аспектов дистрофинопатии представляет несо-
мненный интерес как с фундаментальной, так и 
с практической точки зрения. В данной работе 
нами была поставлена цель провести пилотный 
анализ поведенческих и когнитивных особен-
ностей у мышей с генетическим дефектом, вос-
производящим фенотип миодистрофии Дю-
шенна. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Создание мышиной модели миодистрофии 

Дюшенна. В исследовании были использованы 
генетически-модифицированные мыши, полу-
ченные в 2019 г. с помощью CRISPR/Cas9-
опосредованного нокаута гена Dmd [16]. Данная 
модель воспроизводит мутацию, обнаруженную 
у пациента русского происхождения, и несет 
самую большую в делецию гена Dmd среди со-
зданных ранее мышиных линий [17]. 

Для воспроизведения крупной делеции раз-
мером 430 кб, охватывающей экзоны 8-34 дис-
трофина, была использована инъекция двух ги-
довых РНК и мРНК Cas9 в одноклеточные эм-
брионы мышей. Последовательность гидовых 
РНК была выбрана с помощью онлайн-ресурса 
CHOP-CHOP. Три пары гидовых РНК были про-
тестированы in vitro на плазмидах, содержащих 
целевой фрагмент гена Dmd и ex vivo на бласто-
цистах мышей [16]. Наиболее оптимальные по-
следовательности были использованы для мик-
роинъекций в оплодотворенные мышиные яй-
цеклетки. Генетически-модифицированные эм-
брионы были пересажены мышам-реципиентам 
для получения первичных мутантов. Нуклео-
тидная последовательность границ делеции бы-
ла определена путем прямого секвенирования 
продуктов ПЦР по Сэнгеру. Кроме того, пред-
сказанные нецелевые сайты взаимодействия 
гидовых РНК были проверены на отсутствие 
модификаций с помощью рестрикционного 
анализа и Сэнгеровского секвенирования [16]. 
Самки мышей, несущие делецию экзонов 8-34 
в гене Dmd (DmdDel8-34), были использованы для 
размножения и формирования ядра линии. 

Тест «Приподнятый крестообразный лаби-
ринт». Для оценки уровня тревожности в точках 
8, 10 и 12 недель от момента рождения мышей 
проводили тест «приподнятый крестообразный 
лабиринт». Интенсивность освещения светлых 
рукавов составляла 150 лк, темных рукавов – 30 
лк. При оценке результатов теста рассчитывали 
отношение времени нахождения в светлом ру-
каве к общему времени нахождения в установке 
крестообразного лабиринта (5 минут) [18]. По-
верхность установки обрабатывали антисепти-
ком и дезодорировали дистилированной водой 
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после каждого животного. Чтобы при начале 
тестирования первое животное попадало в эк-
вивалентный с последующими феромоновый 
фон в тест было включено нулевое животное. 

Тест «Распознавание объектов». Для оценки 
когнитивных функций в точках 8, 10 и 12 недель 
от момента рождения животных изучали в тесте 
«Распознавание объектов». Для этого мышей на 
10 минут сажали в бокс 40×40 см, в котором рас-
полагались 2 одинаковых предмета. В течение 
сессии фиксировали время, проведенное в зоне 
≤2 см от предмета, и при расположении живот-
ного краниальной стороной к нему, то есть вре-
мя изучения объекта. Через час проводили по-
вторную сессию, в которой один из предметов 
был заменен на новый. Анализируемым пара-
метром являлось соотношение «время изучения 
нового предмета/общее время изучения старого 
и нового предметов» на протяжении второй сес-
сии [19] Животных, не проявлявших изучающе-
го поведения, исключали из теста. Для сниже-
ния влияния феромонового фона предпринима-
ли меры, описанные в предыдущем блоке. 

Тест «Ротарод». Для оценки моторных 
функций и координации проводили тест «Рота-
род». Перед началом тестирования проводили 
три тренировочные сессии. Непосредственно во 
время эксперимента, каждое животное было ак-
куратно помещено на стержень, вращающийся 
с начальной скоростью 2 оборота в минуту. 
Каждые 10 секунд скорость увеличивали на 
0,5 оборота в минуту. Максимальная продолжи-
тельность сессии составляла 500 с. Для каждого 
животного фиксировали время падения со 
стержня. Каждому животному предоставлялось 
3 попытки и при анализе результатов учитыва-
ли максимальный показатель. Если животное 
падало менее, чем через 5 секунд после уста-
новки на платформу, попытку не учитывали. 

Тест «Удержание груза». Наконец, животных 
оценивали в тесте, предложенным для оценки 
силы в 2000 году Робертом Диконом. Тест осно-
ван на рефлекторной склонности мышей хва-
таться за окружающие предметы в момент, ко-
гда исследователь пытается приподнять их 
за хвост. Позволяя животным хвататься за груз 
с губчатым металлическим волокном на конце, 
проводили оценку максимальной массы, кото-
рую мышь может полностью поднять и удер-
жать не менее 3 секунд. Всего было использова-
но 6 грузов, возрастающей массы от 15 до 75 г. 
За поднятие каждого груза мышь получала бал-
лы в зависимости от его массы. Тестирование 
прекращали на минимальном грузе, который 
мышь не может удержать [20].  

Статистическая обработка. Все количе-
ственные данные были проанализированы 
на нормальность распределения в тесте Шапи-
ро-Уилка. Кроме того, попарно сравниваемые 

группы были оценены на равенство дисперсий с 
применением теста Левена. В случае нормаль-
ного распределения и равенства дисперсий 
сравниваемых групп был использован попар-
ный t-тест Стьюдента с поправкой Бонферро-
ни. В случае ненормального распределения или 
при неравенстве дисперсий был использован 
непараметрический U-тест Манна-Уитни с по-
правкой Бонферрони. Статистичсекую обработ-
ку и визуализацию данных проводили с ис-
пользованием программ Microsoft Excel 2013 и 
GraphPad Prism 9.0.0. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Анализ моторных функций продемонстри-
ровал, что с 8 недели жизни мыши линии 
DmdDel8-34 демонстрируют снижение показателей 
в тестах «Ротарод» и «Удержание груза» 
(рис. 1 и 2). Несмотря на то, что статистическая 
достоверность обнаружена только на 12й неделе 
жизни в тесте «Удержание груза», общая тен-
денция к ухудшению показателей моторных 
функций прослеживается на всех этапах иссле-
дования, что подтверждает мышечную дис-
функцию, вызванную мутацией DmdDel8-34. 

Поведенческое тестирование в тесте «При-
поднятый крестообразный лабиринт» выявило 
снижение времени, проведенного в открытом 
рукаве и снижение количества свешиваний 
у мышей DmdDel8-34, достигающее статистически 
достоверной разницы в сравнении с контролем 
дикого типа на 12й неделе (рис. 3). Подобный 
результат может свидетельствовать о повышен-
ном уровне тревожности в данной линии мы-
шей. 

При оценке когнитивных функций в тесте 
«Распознавание объектов» было показано, что 
мыши DmdDel8-34 демонстрируют увеличение 
значения индекса дискриминации, что является 
признаком увеличения эффективности гиппо-
кампальной памяти (рис. 4). 

Тем не менее, при оценке общего времени, 
потраченного животными на изучение объек-
тов, было обнаружено, что мутантные животные 
в целом проявляют меньшую исследователь-
скую активность (рис. 5). В этой связи, увеличе-
ние индекса дискриминации, скорее всего явля-
ется погрешностью, вызванной снижением об-
щего времени, проведенного при изучении как 
нового, так и знакомого объектов. При этом 
пропорциональное снижение обоих параметров 
ведет к искажению значений их математическо-
го соотношения. 
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Рис. 1. Результаты теста «Удержание груза». 
Fig. 1. Results of the Load Hold test. 
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Рис. 2. Результаты теста «Ротарод». 
Fig. 2. Results of the Rotarod test. 
 
Таким образом, представляется затрудни-

тельным дать однозначную оценку когнитив-
ных способностей животных с мутацией 
DmdDel8-34 по результатам теста «Распознавание 
объектов», в связи с тем, что мутантные мыши 
склонны к снижению общей исследовательской 
активности. 

Дистрофин является крупным белком 
(427 кДа), связывающим цитоскелетные актино-
вые нити с белками мембраны. В составе слож-
ного надмолекулярного комплекса дистрофин 
стабилизирует плазматическую мембрану попе-
речнополосатых мышечных клеток и участвует 
в ряде важнейших клеточных процессов, таких 
как деление и дифференцировка [21]. 

Ген Dmd является самым большим геном 
в человеческом геноме, включающим 79 экзонов 
и охватывающим >2200 кб [22]. Помимо мы-
шечной ткани, Dmd также экспрессируется 
в сетчатке, почках и центральной нервной си-
стеме (ЦНС) [23]. Таким образом, неврологиче-

ские симптомы могут являться закономерным 
следствием мутаций дистрофина, которые зна-
чимо снижают экспрессию или функциональ-
ную активность белка. Действительно, в своих 
классических работах Дюшенн де Булонь уже 
описал когнитивную дисфункцию у мальчиков 
с миодистрофией Дюшенна [24]. Известно, что у 
трети (34,8%) пациентов общий интеллект ниже 
среднего значения нормальной популяции [25]. 
Кроме того, при миодистрофии Дюшенна чаще 
присутствуют такие неврологические аномалии 
как синдром дефицита внимания и гиперактив-
ности (СДВГ), обсессивно-компульсивное рас-
стройство (ОКР), расстройство аутистического 
спектра, проблемы с чтением [25-28], а также 
эпилепсия [29-32]. 

Интересно, что неврологический дефицит 
при мутациях в гене Dmd может не сопровож-
даться мышечными симптомами [33]. Подобное 
наблюдение может быть объяснено различиями 
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Рис. 3. Поведенческие параметры в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт»: А – Результаты 
оценки времени, проведенного в открытом рукаве приподнятого крестообразного лабиринта; B – Ре-
зультаты оценки количества свешиваний при тестировании в приподнятом крестообразном лабиринте. 

Fig.3. Behavioral parameters in the Elevated Plus Maze test: A - Results of evaluating the time spent in the open arm of the elevated 
plus maze; B - The results of assessing the number of overhangs during testing in an elevated plus maze. 
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Рис. 4. Результаты определения индекса дискриминации в тесте «Распознавание объектов». 
Fig. 4. The results of determining the discrimination index in the "Object Recognition" test. 
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Рис. 5. Общее время изучения предметов в тесте «распознавание объектов». 
Fig. 5. The total time of studying objects in the "object recognition" test. 

 
в профиле изоформ, экспрессирующихся 
в нервной и мышечной тканях. 

В мозге дистрофин в основном находится 
в гиппокампе, префронтальной коре и мозжечке 
[34, 35]. Разные сплайс-варианты дистрофина 
обнаруживаются в нейронах, глии, или сосуди-
стых клетках [36-38]. Полноразмерный дистро-
фин расположен исключительно в постсинапсе 
нейронов и встречается в клетках гиппокампа, 
пирамидальных клетках коры и клетках Пурки-
нье [39-41]. Локализация полноразмерной фор-
мы предполагает ее участие в процессах синап-
тической передачи. Ряд данных также указывает 
на важный вклад дистрофина в кластеризацию 
ГАМК-рецепторов [42-46]. 

Наши данные, полученные на мышах 
с очень крупной делецией гена Dmd указывают 
на наличие поведенческих аномалий, которые 
выражаются в увеличении тревожности и сни-
жении исследовательской активности. Интерес-
но, что это совпадает с наблюдениями, полу-
ченными на пациентах с миодистрфией Дю-
шенна, которые характеризуются повышенным 
риском развития расстройств аутистического 
спектра и ОКР. Результаты использованного 
в данном исследовании теста «Распознавание 
объектов» не позволяют однозначно судить 
о наличии и степени когнитивной дисфункции 
у мышей DmdDel8-34, ввиду того что мыши про-
являли низкий интерес как к новому, так и 
к старому объектам. Тем не менее, дальнейшие 
исследования, направленные на оценку когни-
тивных функций, могут помочь оценить влия-
ние делеции экзонов 8-34 на функции гиппо-
кампа и корковых структур, связанных с памя-
тью. 

Симптомы нарушений со стороны высшей 
нервной деятельности являются характерной, но 
не обязательной частью клинической картины 
Dmd-ассоциированных миодистрофий. Прове-
денное исследование позволило выявить неко-
торые поведенческие аномалии у генетически-

модифицированных мышей, несущих крупную 
делецию гена дистрофина, аналогичную обна-
руженной у пациента с миодистрофией Дю-
шенна. Полученные результаты могут быть по-
лезны для понимания роли дистрофина в го-
ловном мозге, а также для расширения сведе-
ний о немышечных симптомах миодистрофии 
Дюшенна и миодистрофии Беккера. 
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СООТВЕТСТВИЕ ПРИНЦИПАМ ЭТИКИ 

Работы по получению и размножению генетиче-
ски-модифицированной линии животных DmdDel8-34 
были выполнены в Центре коллективного пользова-
ния Института биологии гена РАН (протокол заседа-
ния локального этического комитета 18-12/2018). За-
тем для фенотипической характеристики линии, 
13 мутантов и 12 контрольных самцов мышей дикого 
типа были переведены в виварий НИИ фармаколо-
гии живых систем НИУ БелГУ (протокол заседания 
локального этического комитета 01-05/20а). После 
дислокации животных содержали в карантинном 
режиме в течение 14 дней. На всех этапах исследова-
ния животные содержались в условиях контролиру-
емого освещения 12/12 часов при температуре 
21-23°С и влажности 40-60%. Очищенная вода и про-
автоклавированный корм были представлены в сво-
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бодном доступе. Поведенческие тесты выполняли 
в вечернее время с 17:00 по 20:00. 

Все манипуляции с животными проводили ква-
лифицированные сотрудники в соответствии с тре-
бованиями Положения о лабораторной практике в РФ 
2003 г. и Директивы 2010/63/ЕU Европейского парла-
мента и Европейского союза по охране животных, 
используемых в научных целях, а также руководства 
ARRIVE. В карантинный период, а также на протяже-
нии исследования животных ежедневно осматривал 
штатный ветеринарный врач НИИ фармакологии 
живых систем. 
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BEHAVIORAL ABNORMALITIES IN A GENETIC MODEL OF DUCHENNE MYODYSTROPHY 
IN MICE 
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Mutations in the Dmd gene encoding the membrane protein dystrophin are associated with the development of severe 
X-linked muscle diseases Duchenne and Becker myodystrophy. At the same time, along with the classic symptoms of striat-
ed muscles, dystrophin mutations can lead to a decrease in cognitive functions and behavioral abnormalities. 

Objective: conducting a pilot analysis of behavioral and cognitive characteristics in mice with a genetic defect that re-
produces the phenotype of Duchenne myodystrophy. 

Materials and methods. To assess the features of motor functions and behavior, DmdDel8-34 (n=13) and control animals 
of the wild type (n=12) were subjected to research in the tests "Load retention", "Rotarod", "Elevated plus maze" and "Object 
recognition". 

Results. It was found that mice carrying the DmdDel8-34 mutation are characterized by a decrease in motor functions, 
show signs of anxiety, and also show low exploratory activity. The detected features of the cognitive and emotional status 
are consistent with clinical observations indicating an increased risk of developing autism spectrum disorders and obsessive-
compulsive disorder in patients with Dmd gene mutations. Thus, it was proved that from the 8th week of life, mice of the 
DmdDel8-34 line show a decrease in performance in the Rotarod and Load Retention tests. Behavioral testing in the Elevated 
Plus Maze test revealed a decrease in time reaching a statistically significant difference compared to the wild-type control 
at week 12, and when assessing cognitive functions in the Object Recognition test, it was shown that DmdDel8-34 mice show 
an increase in the discrimination index value, which is a sign of increased efficiency of hippocampal memory. 

Conclusion. The study made it possible to identify some behavioral anomalies in genetically modified mice carrying 
a large deletion of exons 8-34 of the Dmd gene encoding dystrophin. 
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