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ВВЕДЕНИЕ

Сетчатка млекопитающих в отличие от сетчаток 
низших позвоночных и птиц не способна к регенера-
ции (Григорян, 2003; Karl et al., 2008). Поэтому при 
повреждении сетчатки и вследствие этого частич-
ной или полной утрате зрения, нет надежды на са-
мовосстановление. В 80-е годы прошлого столетия 
рассматривалась возможность компенсации морфо-
функциональных нарушений в зрительной системе 
человека путем нейротрансплантации, чему способ-
ствовали обнадеживающие результаты опытов на 
модельных животных (Александрова, 1993). В по-
следнее десятилетие (помимо трансплантации) рас-
сматривается возможность воздействия сигнальны-
ми молекулами на собственные немногочисленные 
стволовые клетки взрослой сетчатки для усиления 
регенеративных процессов (Young, 2005; Osakada, 
2007; Bennett, 2007). Самым надежным и оператив-
ным, и уже реализуемым, способом восстановления 
нормальной зрительной функции оказалась генная 
терапия (Warrington Jr., Herzog, 2006; Bainbridge et 
al., 2008; Hauswirth et al., 2008; Maguire et al., 2008).

Ремоделирование сетчатки 
при дегенерации фоторецепторов

При наследственных дегенеративных заболеваниях 
сетчатки, таких как возрастная макулярная дистрофия 
(ВМД), пигментные ретиниты, болезнь Штаргарта, 

синдром Ушера, амауроз Лебера, а также при отслой-
ке сетчатки или остром токсическом поражении, как 
правило, в первую очередь страдают фоторецепторы. 
Идея протезирования – замены утраченных фоторе-
цепторов электронными или клеточными транспланта-
тами представлялась реалистичной, при этом по умол-
чанию предполагалось, что нервные слои сетчатки не 
затрагиваются патологией. Однако в серии работ на 
сетчатке мышей как модельном объекте было показа-
но, что при дегенерации фоторецепторов нервные слои 
взрослой сетчатки после утраты нормального аффе-
рентного притока не остаются неизменными. Наступа-
ет морфологическая перестройка (ремоделирование), 
что противоречит идее протезирования (Максимова, 
2008). Морфологическая перестройка и перепрограм-
мирование нервного процесса происходит в такой по-
следовательности: первая фаза характеризуется стрес-
сом клеток пигментного эпителия и фоторецепторов. 
Разрушаются синаптические терминали фоторецеп-
торов. Их аксоны, минуя предназначенные им мише-
ни – биполяры и горизонтальные клетки, прорастают 
до ВСС и слоя ганглиозных клеток. Отмирают наруж-
ные сегменты палочек; родопсин начинает экспресси-
роваться во внутреннем сегменте рецепторов; ножки 
палочек втягиваются. Палочковые биполяры направ-
ляют дендриты к колбочковым ножкам. Отмирают 
наружные сегменты колбочек. Вторая фаза – смерть 
фоторецепторов, палочек и колбочек, деафферентация 
нервных слоев сетчатки и формирование дистальными 
отростками мюллеровских клеток фиброзного лист-
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ка, отделяющего сетчатку от хороида, т.е. нарушение 
системы питания и водного обмена. В третью фазу 
перестройки большое количество нейронов умирает. 
Выжившие нейроны, лишенные нормальных входных 
сигналов, без дедифференциации мигрируют, их ней-
риты – одни втягиваются, другие прорастают к новым 
мишеням. В результате они замыкаются согласно ме-
диаторно-рецепторной комплементарности в микро-
нейромы. Тысячи микронейром располагаются у на-
ружной и внутренней пограничных мембран сетчатки 
и даже в хороиде. Сетчатка теряет послойную орга-
низацию. Вновь возникшие в результате перестрой-
ки нервные каскады, отражающие попытки нейронов 
найти синаптические возбуждающие входные сигналы 
глютаматэргической природы для активации кальцие-
вой проводимости и поддержания кальций-зависимых 
регуляторных процессов, не способны к поддержа-
нию нормального процесса обработки зрительного 
сигнала (Marc et al., 2003; Strettoi E. et al., 2003; Jones 
et al., 2003; Marc et al., 2007; Marc et al., 2008; Punzo, 
Cepko, 2007; Punzo et al., 2007). Исследователи пред-
сказали и промоделировали на выходе микронейром 
возникновение ритмической импульсной активности. 
Недавно на изолированных сетчатках взрослых (36–
50 дневных) rd мышей (полная атрофия зрительных 
рецепторов) при регистрации активности переживших 
ганглиозных клеток методом whole-cell recording была 
действительно обнаружена осцилляторная спонтанная 
импульсная активность как в on-, так и в off- гангли-
озных клетках. (О типе ганглиозной клетки судили по 
уровню стратификации ее дендрита во ВСС.) Гангли-
озные клетки, помеченные внутриклеточно краской 
Alexa-594, были сохранны как морфологически, так 
и физиологически вплоть до семимесячного возраста 
мыши (Margolis et al., 2008). Перестройка, аналогичная 
описанной на мышах, была обнаружена и при экспери-
ментальной отслойке сетчатки у кошки и на сетчат-
ках людей, страдавших ВМД (Fisher et al., 2005; Lewis 
et al., 1998). В сетчатках, пораженных ВМД, большое 
количество синапсов фоторецепторных клеток втяги-
ваются в НЯС. За этим следует отрастание дендритов 
постсинаптических биполяров и реформация синапти-
ческих контактов между рецепторами и биполярами. 
Таким образом, и нейроны взрослой сетчатки челове-
ка оказываются подверженными морфофункциональ-
ным изменениям. Эти анатомические изменения при 
ВМД происходят не только в макулярной области, но 
по всей сетчатке (Sullivan et al., 2007). Изменения в 
ретинограмме у пациентов с подозрением на ВМД (по-
скольку среди их старших родственников были случаи 
ВМД) обнаруживаются раньше заметных макромор-
фологических изменений, наблюдаемых при обследо-
вании глазного дна. Они могут служить диагностиче-
ским признаком ранней фазы нарушения зрительного 
процесса, что очень важно хотя бы для терапии за-
медления развития заболевания, а в будущем, воз-
можно, и для радикальной терапии (Jones et al., 2005; 
Bennett, 2007).

Ремоделирование в сетчатках животных и человека 
наступает неизбежно независимо от исходных моле-
кулярных мишеней сетчаточной дегенерации, будь то 
дефекты пигментного эпителия сетчатки, фоторецеп-
торов, родопсина или последующих элементов фото-
трансдукции (Jones et al., 2003).

Перестройка нервных слоев сетчатки, как уже от-
мечалось выше, казалось бы противоречит стратегиям 
протезирования. В то же время надежды на положи-
тельные результаты активного вмешательства меди-
цины для восстановления зрения человека остаются, и 
работы в этом направлении продолжаются (Delyfer et 
al., 2004). Оптимизм подкрепляется результатами фун-
даментальных исследований последнего десятилетия в 
области биологии стволовых клеток, изучения молеку-
лярных сигнальных путей, определяющих судьбу кле-
ток в процессе эмбриогенеза сетчатки in vivo и in vitro, 
успешными экспериментами по “воспитанию” ство-
ловых клеток в культуре в требуемом русле и успеш-
ной трансплантации прогениторных клеток в сетчатку 
млекопитающих (Cepko et al., 1996; Morrow et al.,1998; 
Tomita et al., 2007). Возможность генетической и ран-
ней клинической (ЭРГ) диагностики и медленное те-
чение процесса перестройки, сохранность основных 
биохимических фенотипов переживающих нейронов 
и их морфологическая пластичность, относительная 
морфофизиологическая стабильность выходных ней-
ронов сетчатки – ганглиозных клеток позволяют отра-
батывать разные стратегии медицинского вмешатель-
ства (MacLaren, 2006; Reh, 2006; Corbo et al., 2007; 
Baker et al., 2009, Young, 2005; Adler 2008).

Первая  стратегия – трансплантация
С конца прошлого столетия на млекопитающих 

проводились опыты с успешной трансплантацией 
нервной ткани в разные отделы зрительной системы, 
в том числе в сетчатку (Александрова, 1993). Разно-
образные трансплантаты (кусочки сетчатки с пигмент-
ным эпителием, суспензия клеток сетчатки, кусочки 
эмбриональной сетчатки, кусочки периферических 
нервов) помещались в субретинальное пространство, 
в рану сетчатки, на поверхность тектума или на место 
поврежденного зрительного нерва. Они переживали, 
оказывали положительное трофическое влияние на 
нервную ткань реципиента, предотвращали ее даль-
нейшую дегенерацию. Нейроны эмбриональной до-
норской сетчатки дифференцировались и интегриро-
вались с сетчаткой реципиента. Аксоны ганглиозных 
клеток находили первичные зрительные центры. В по-
следние годы наиболее плодотворной представляется 
трансплантация в сетчатку стволовых клеток, клеток – 
предшественников фоторецепторов (MacLaren, 2006).

Источники донорских клеток
Эмбриональные стволовые клетки. Источниками 

донорских стволовых клеток для трансплантации мо-
гут быть эмбриональные стволовые клетки (hESCs – 
human embrionic stem cells). Эмбриональные стволо-
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вые клетки дифференцируются во все типы клеток в 
процессе развития, включая клетки ЦНС, в том числе 
и сетчатки (Aoki et al., 2009). После трансплантации 
стволовые клетки обладают способностью замещать 
клетки хозяина, утраченные в результате травмы или 
заболевания, и/или поставлять тканям хозяина тера-
певтические факторы, способствуя функциональному 
оздоровлению.

Была установлена способность нейрализованных 
эмбриональных стволовых клеток мыши включаться 
в ткань сетчатки и предотвращать дегенерацию сет-
чатки у mnd мыши (модель ВМД человека). Эта мышь 
имеет наследственную патологию лизосомального на-
копления, характеризующуюся дегенерацией сетчат-
ки и ЦНС. Через 16 недель после трансплантации в 
стекловидное тело взрослой мыши донорские клетки 
встроились в большинство слоев сетчатки, где они 
стали похожи морфологически и по картине экспрес-
сии специфических белков-маркеров на клетки соот-
ветствующего слоя сетчатки реципиента. Присутствие 
этих донорских клеток коррелировало с уменьшени-
ем размеров и числа лизосомальных телец в клетках 
сетчатки хозяина. Присутствие трансплантированных 
донорских клеток также сопровождалось увеличени-
ем выживших клеток сетчатки хозяина, в особенно-
сти – фоторецепторов. Эти результаты показывают, 
что нейрализованные эмбриональные стволовые клет-
ки предохраняют нейроны хозяина от дегенерации и, 
по-видимому, замещают по крайней мере некоторые 
типы утраченных нейронов (Meyer et al., 2006; Adler, 
2008).

Разработан метод для дифференцировки нейронов 
сетчатки из эмбриональных стволовых клеток челове-
ка (hES) in vitro. В соответствующих условиях культи-
вирования до 80% линии Н1 могут быть направлены 
по пути развития сетчаточных прогениторов с профи-
лем экспрессии генов, сходным с профилем экспрес-
сии генов в клетках сетчатки плода человека. В пер-
вую очередь прогениторы (hES) дифференцируются в 
нейроны внутренней сетчатки (ганглиозные и амакри-
новые) с функционирующими рецепторами глютама-
та. Прогениторы, произведенные из эмбриональных 
стволовых клеток человека, при совместном культи-
вировании с сетчатками mnd мыши интегрируются в 
дегенерирующую сетчатку мыши и увеличивают экс-
прессию специфических маркеров фоторецепторных 
клеток (Lamba et al., 2006).

Стволовые клетки глаза. Известно, что во взрос-
лом глазу рыб, амфибий и цыпленка в разных его ча-
стях существуют стволовые клетки. Они и служат 
источниками регенерации сетчатки в случае ее по-
вреждений (Hitchcock et al., 2004; Moshiri et al., 2005). 
В глазу млекопитающих (в том числе у человека) тоже 
обнаружены редкие отдельные стволовые клетки. Они 
находятся в роговице, радужной оболочке, в непиг-
ментированном эпителии (pars plana) цилиарного тела 
(Tropepe, 2000; Amato et al., 2005; MacNeil et al., 2007). 
На границе пигментного эпителия с цилиарным телом 
(но не в самом пигментном эпителии) в глазу взрослой 

мыши обнаружены отдельные клетки, которые кло-
нально пролиферируют in vitro, образуя сферические 
колонии клеток, которые могут дифференцироваться в 
клетки сетчатки, такие как палочки, биполярные клет-
ки и мюллеровскую глию, что говорит о возможной 
их гомологии с клетками герминальной зоны глаза не 
млекопитающих (Tropepe, 2000).

В глазу взрослого человека обнаружена небольшая 
популяция клеток (≈10.000 клеток на глаз) со свой-
ствами стволовых клеток (мультипотентных, способ-
ных к пролиферации и самовоспроизведению). Для 
выяснения их способностей in vivo диссоциированные 
клетки нейросфер сетчатки человека, содержащие и 
стволовые и прогениторные клетки, трансплантиро-
вали в глаза NOD/SCID мыши в первый постнаталь-
ный день. Клетки-потомки стволовых клеток сетчатки 
человека выживали, мигрировали, интегрировались и 
дифференцировались в нервные слои сетчатки, глав-
ным образом как фоторецепторы (Cole et al., 2004).

Прогениторные клетки роговицы, радужки и ци-
лиарного тела. В периферической и центральных ча-
стях эпителия роговицы содержится значительное ко-
личество клеток-предшественников. На периферии их 
больше и они обладают большей способностью к са-
мовоспроизведению (Mimura et al., 2005). Стволовые 
клетки, полученные из роговицы взрослых мышей и 
взрослых людей, могут пойти по пути дифференциро-
вания в светочувствительные фоторецепторные клет-
ки под влиянием экзогенно приложенного фактора Crx 
(Jomary, Jones, 2007; Jomary et al., 2010).

Изучали возможность использования клеток радуж-
ки в качестве донорских при сетчаточной трансплан-
тации (Takahashi, 2001). В культуре были получены 
клетки, подобные фоторецепторам, из взрослых кле-
ток радужки, как у приматов так и у грызунов, путем 
индукции транскрипционных факторов. У приматов 
комбинация факторов Crx и NeuroD необходима для 
того, чтобы в прогениторных клетках, полученных из 
радужки, развился рецептор-специфический фенотип. 
Более того, фоторецептор-подобные клетки, получен-
ные из ткани радужки у крыс и приматов, дают палоч-
ко-специфические реакции на свет после трансфекции 
Crx или Crx-NeuroD соответственно. Клетки, произве-
денные из радужки, интегрируются в развивающую-
ся сетчатку хозяина при совместном культивировании 
(Akagi et al., 2005).Прогениторные клетки обнаруже-
ны не только в радужке, но и в парс плана цилиарно-
го тела во взрослых глазах свиньи, мыши и человека. 
При культивировании в присутствии факторов роста 
эти клетки пролиферируют, образуя нейросферы, в 
которых находятся клетки, экспрессирующие сетча-
точные маркеры. При использовании монослойного 
культивирования количество таких клеток может быть 
увеличено в миллион раз при поддержании их проге-
ниторного фенотипа (MacNeil, 2007). Прогениторные 
клетки парс плана цилиарного тела и радужки легко 
доступны при рутинных операциях у человека (Cole 
et al., 2004). Трансфекция стволовых клеток взрослой 
сетчатки человека фактором Crx направляет их по 
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пути дифференцирования фоторецепторного феноти-
па (Jomary et al., 2010).

Стволовые клетки пигментного эпителия. Клетки 
пигментного эпителия сетчатки развиваются из муль-
типотентных клеток зрительного нейроэпителия в не-
посредственной близости к сетчатке и необходимы 
для органогенеза глаза и зрения. Трансплантаты эм-
бриональных (Е17) клеток пигментного эпителия цып-
ленка, пересаженные в глаз крысы, превращались in 
vivo в фоторецепторы. Клетки пигментного эпителия в 
культуре сохраняют свои значительные регенератив-
ные способности. Направленные к трансдифферен-
цированию по пути фоторецепторного развития (при 
помощи NeuroD) они развиваются в хорошо органи-
зованную клеточную структуру. Способности клеток 
пигментного эпителия к самоорганизации и к транс-
дифференцированию делают их кандидатами для 
трансплантации для лечения дегенеративных заболе-
ваний сетчатки человека (Azuma, 2005; Bharti., 2006; 
Liang et al., 2006).

Итак, трансплантированные стволовые клетки спо-
собны производить разные типы клеток сетчатки, в том 
числе фоторецепторы, устанавливающие нормальные 
синаптические контакты и в сетчатках млекопитаю-
щих (Merhi-Soussi et al., 2006). Однако эффективность 
такой стратегии для лечения дегенеративных заболе-
ваний сетчатки человека остается проблематичной.

Вторая  стратегия – повышение
активации  внутренних  сетчаточных  

прогениторов
Стволовые клетки собственно сетчатки. В про-

цессе развития глаза у всех животных, в том числе у 
млекопитающих, внутри эпителия цилиарного тела, его 
парс плана, в продолжение слоя периферической сетчат-
ки существует слой прогениторных клеток. У мышей и 
в цилиарном эпителии и в сетчатке этот слой быстро 
уменьшается и исчезает к девятому постнатальному 
дню (П9). В парс плана цилиарного эпителия мыши об-
наружены многочисленные постмитотические предше-
ственники палочек и колбочек, которые быстро разви-
ваются морфологически и уменьшаются количественно 
по мере развития глаза. Предшественников палочек 
уже не видно в парс плана к П12, тогда как отдельные 
редкие колбочковые предшественники сохраняются до 
П120. При фоторецепторной дегенерации, вызванной 
УФ, отмечено увеличение колбочковых предшествен-
ников в парс плана во много раз (Nishiguchi et al. 2008).

Несмотря на то что в эпителии цилиарного тела взрос-
лой сетчатки млекопитающих сохраняются стволовые 
клетки, способные in vitro производить клетки сетчат-
ки (как отмечалось выше), оставалось неясно какова их 
активность in vivo. Оказалось, что предсказуемая и вре-
мя-зависимая смерть ганглиозных клеток влияет на ак-
тивность прогениторов в цилиарном теле (Nickerson et 
al., 2007). ГК повреждали аксотомией. Определяли фе-
нотип в заново генерируемых прогениторах цилиарного 

тела крысы. Были обнаружены две популяции нестин-
экспрессирующих клеток в цилиарном теле повреж-
денного глаза. Одна – в сосудах, другая в цилиарном 
эпителии. Аксотомия усиливает пролиферацию в цили-
арном теле, которая начинается до установления смер-
ти ГК и прослеживается до пика их смертности. Нестин 
и рекаверин, которые в норме существуют только в ре-
цепторах и биполярах, отмечены в повышенном коли-
честве в клетках цилиарного тела (Turner, Cepko, 1987).

Чтобы усилить пролиферацию прогениторов взрос-
лой сетчатки и дифференцировать их соответствую-
щим образом, необходимо произвести некоторые 
манипуляции. Один из путей – это модулирование 
Wnt-катенин сигнального пути – терапевтическая 
стратегия для усиления замещения утраченных ней-
ронов, генерированием клеток, полученных из внут-
ресетчаточных прогениторов. (Wnt-белки играют 
важную роль в многочисленных событиях в процессе 
эмбриогенеза, так в ЦНС они определяют судьбы кле-
ток, пролиферации клеток, роста аксона, а также в раз-
витии дендритов и синапсов (Das et al., 2005).) Хотя 
количество фоторецепторных клеток, полученных из 
пролиферирующих клеток обнадеживающе, нужны 
дополнительные исследования, чтобы заключить, что 
регенерировавшие фоторецепторы интегрируются в 
функциональный процесс в сетчатке. Прогрессиро-
вание заболевания может ограничить потенциал ре-
генерации. Таким образом, представлено первое сви-
детельство регуляции регенерации нейронов взрослой 
сетчатки после повреждения за счет активации Wnt-
катенин сигнального пути (Kubo et al., 2003; Inoue et 
al., 2006). Эта внутренняя, присущая ЦНС, активность 
может быть усилена добавлением извне активаторов 
Wnt-сигнального пути (Nickerson et al., 2007; Osakada 
et al., 2007).

Мюллеровские клетки как источник прогенито-
ров. Был построен молекулярный атлас экспрессии 
генов в развивающейся и зрелой сетчатке мыши. Для 
каждого развивающегося и зрелого главного класса 
клеток сетчатки были идентифицированы гены, се-
лективно экспрессирующиеся в каждом из этих ти-
пов. Было показано, что профили экспрессии генов 
мюллеровских клеток и митотических прогениторных 
клеток очень похожи, из чего можно предположить, 
что мюллеровская глия в соответствующих условиях 
способна дать начало многим типам клеток сетчатки 
(Blackshaw et al., 2004).

Было показано, что после острого нейротоксиче-
ского повреждения во взрослой сетчатке млекопитаю-
щих in vivo мюллеровские клетки дедифференциру-
ются (претерпевают обратное развитие) и производят 
различные нейроны сетчатки, в том числе фоторецеп-
торы (Ooto et al., 2004; Karl et al., 2008). Однако число 
этих вновь сгенерированных нейронов очень ограни-
чено. Активация Wnt-катенин сигнального пути спо-
собствует пролиферации прогениторных клеток, воз-
никших из мюллеровской глии и нервной регенерации 
после повреждения или в процессе дегенерации. Воз-
действие Wnt3a на сетчаку с поврежденными рецеп-
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торами в 20 раз увеличивает пролиферацию дедиффе-
ренцированных мюллеровских клеток. В этом случае 
добавление ретиноевой или валпроевой кислот вы-
зывает дифференциацию возникших прогениторных 
клеток в первую очередь в Crx (cone-rod homeobox)-
положительные и родопсин-положительные фото-
рецепторы (Jomary et al., 2008; Osakada et al., 2007). 
Активация Wnt сигнального пути способствует реге-
нерации сетчатки, и напротив, подавление этого пути 
ослабляет регенерацию.

Таким образом, дегенерирующая сетчатка млеко-
питающих сохраняет некоторую способность для ре-
генерации нервных клеток. Увеличение численно-
сти одиночных стволовых клеток, обнаруженных во 
взрослой сетчатке млекопитающих, и влияние на их 
судьбу соответствующими сигнальными молекулами 
представляется в будущем более рациональным спо-
собом терапевтического воздействия (по сравнению 
с трансплантацией) при лечении патологий сетчатки 
человека.

Третья  стратегия – генная  терапия
Молекулярно-генетические исследования выявили 

сотни генов, дисфункция или утрата которых вызыва-
ет известные клинические синдромы. Наследственный 
амавроз Лебера (LCA – Leber congenital amaurosis) – 
название группы гетерогенных аутосомальных рецес-
сивных расстройств, серьезных нарушений зрения с 
детства. LCA 2 – одна из форм амавроза Лебера – про-
грессирующая частичная слепота с момента рождения, 
к 20–30 годам переходящая в полную слепоту (Lorenz 
et al., 2000). Внешние проявления – сокращение поля 
зрения (туннельное зрение), нистагм, отсутствие зрач-
ковой реакции, отсутствие палочковой ЭРГ, значитель-
но сниженная колбочковая ЭРГ (Jacobson et al., 2008). 
Субъективно – невозможность чтения, ориентации в 
пространстве, особенно при низких уровнях освещен-
ности, едва различение света от тьмы (Simonelli et al., 
2007; 2008).

Однако несмотря на тяжесть заболевания, больные 
LCA2 (сравнительно с другими формами LCA) сохраня-
ют минимальные зрительные способности до 8–12 лет, 
нормальную толщину сетчатки в макулярной обла-
сти (по показаниям оптической когеррентной томогра-
фии) и нормальную автофлуоресценцию глазного дна 
(Simonelli et al., 2007; Bertone et al., 2007). В зрительной 
коре у людей с LCA2 патологией методом магнитно-
резонансной томографии отмечается сниженная актив-
ность при стимуляции светом малой интенсивности и 
практически нормальный объем активности при стиму-
ляции ярким светом (Aguirre et al., 2007). Такая клиниче-
ская картина вызывается дисфункцией гена RPE65, ко-
торый экспрессируется в клетках пигментного эпителия 
сетчатки (Gu et al., 1997). Мутация этого гена приводит 
к уменьшению продукции родопсина (который в норме 
составляет 92% от строительных белков фоторецептор-
ной мембраны) и, как следствие, к потере зрения. Экс-

прессия RPE65 начинается как раз перед развитием фо-
торецепторов в сетчатке (Jacobson et al., 2007).

При поглощении кванта света хромофор родопси-
на – альдегид витамина – А – 11-cis-ретиналь перехо-
дит из 11-cis в all-trans состояние и затем отщепляется 
от опсина. Продукты распада родопсина поступают в 
клетки пигментного эпителия, где и происходит ре-
синтез зрительного пигмента – это так называемый 
зрительный цикл (Каламкаров, Островский, 2002). Из-
вестно, что RPE 65 кодирует микросомальный белок в 
клетках пигментного эпителия, который играет роль 
в метаболизме витамина А. Точная роль кодируемого 
RPE65 белка не определена. По одной из гипотез счи-
тается, что этот белок связывает ретиноид и предлага-
ет его ретинальной изомеразе для перевода all-trans-ре-
тинил эфира обратно в 11-cis-ретиналь (Redmond et al., 
1998). Зрительные циклы пигментов палочек и колбо-
чек похожи. Однако ресинтез пигмента колбочек час-
тично проходит и в мюллеровских клетках (Kusakabe 
et al., 2009; Wang et al., 2009). Это обстоятельство мо-
жет объяснять относительную сохранность колбочко-
вого зрения при LCA2.

Животные – модели LCA2 человека. Подробности 
механизма нарушения зрительной функции и возмож-
ности генной терапии изучаются на модельных жи-
вотных, у которых сходные по клинической картине 
заболевания вызываются дисфункцией гомологичных 
генов (Song et al., 2007). Для изучения LCA2 была скон-
струирована мышь с нокаутом по гену Rpe65. У этой 
мыши в сумеречной ЭРГ (скотопической) были умень-
шены волны (a-, b-, c-). Фотопическая (колбочковая) 
ЭРГ при этом была сохранна, что говорит о том, что 
нокаут Rpe65 влияет в первую очередь на палочковую 
функцию. Кроме того, сетчатка такой мыши лишена 
родопсина и 11-cis-ретиналя при избыточном накоп-
лении в клетках пигментного эпителия all-trans-рети-
нил эфиров. Это говорит о блокировании зрительного 
цикла в пигментном эпителии. Световая и электрон-
ная микроскопия выявляет укорочение и дезоргани-
зацию наружных сегментов палочек, а на поздних 
стадиях укорочение наружных сегментов колбочек. 
Со временем утоньшается наружный ядерный слой 
за счет уменьшения количества ядер фоторецепторов 
(Redmond, Hamel, 2000). Утоньшение сетчатки (вне 
макулярной области) за счет утоньшения наружного 
ядерного слоя выявляется и на томограмме сетчатки у 
людей больных LCA2 (Hauswirth, et al. 2008).

Заболевание, аналогичное LCA2 человека, извест-
но у собак (the Swedish Briard dog) с делецией 4-бп у 
Rpe65- гомозигот (Veske et al., 1999). Этот генетиче-
ский дефект приводит к образованию нефункциональ-
ного мутантного белка и нарушению зрительного цик-
ла. В результате эти собаки страдают от аутосомальной 
прогрессивной сетчаточной дистрофии с раннего воз-
раста. Скотопическая ЭРГ уменьшена или вовсе отсут-
ствует, а фотопическая ЭРГ относительно сохранена 
(Narfstrom et al., 1989; Redmond et al., 1998). Наружные 
сегменты палочек обнаруживают следы ранних про-
грессирующих дегенеративных изменений. Колбочки 
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поначалу находятся в лучшей сохранности, но у старых 
животных имеют укороченные наружные сегменты. 
Длительная относительная сохранность колбочек воз-
можно объясняется тем, что восстановление зритель-
ного пигмента колбочек проходит не только в клетках 
пигментного эпителия, но и частично в мюллеровских 
клетках (Mata et al., 2002; Wolf, 2004; Wang et al., 2009; 
Kusakabe et al., 2009). Магнитно-резонансная томогра-
фия обнаруживает у собак с мутацией Rpe65 значи-
тельно сниженные реакции на свет, как в сетчатке, так 
и в подкорке, и минимальные реакции в первичной зри-
тельной коре.

Для восстановления зрения разработаны приемы 
доставки нормальных генов в глаза модельных живот-
ных при помощи аденовирусов. Субретинальные инъ-
екции rAAV. Rpe65 (векторное введение нормального 
гена Rpe65) приводили к стабильному длительному 
функциональному улучшению зрения у собак. Восста-
новление зрения происходит быстро, даже у взрослых 
собак (1–4 лет). Кортикальные ответы восстанавлива-
ются в течение месяца и наблюдались на протяжении 
2.5 лет после лечения (Aguirre et al., 2007). Собака (the 
Swedish Briard dog) по кличке Ланселот видит уже де-
сятый год (Acland et al., 2001; 2005; Ford et al., 2003).

Привнесение нормального гена было успешно и в 
востановлении зрительной функции у мышей с нокау-
том Rpe65 (Bemelmans et al., 2006; Pang et al., 2006).

Важно и то, что однократное интраокулярное суб-
ретинальное введение вектором нормальных генов 
не вызывало осложнений, в том числе и у обезьян 
(Jacobson et al., 2006; Warrington Jr., Herzog, 2006). 
Генная терапия применительно к глазным врожден-
ным заболеваниям безопасна благодаря существова-
нию гематоокулярного барьера.

Успешная генная терапия LCA2 у людей. В 2008 г. 
объявлены первые положительные результаты ген-
ной терапии амавроза Лебера (LCA2) у человека 
(Bainbridge et al.,2008; Maguire, 2008; Hauswirth et al., 
2008). Ген Rpe65 человеческого белка пигментного 
эпителия весом 65-kDa, связанный с аденовирусом 
(AAV2-hRpe65v2), был инъецирован в субретинальное 
пространство в процессе витрэктомии в один (хуже 
видящий) глаз. Были испробованы разные дозы: ма-
лая – 1.5 × 1010 векторных частиц, средняя – 4.8×1010 
векторных частиц, высокая – 1.5 × 1011 векторных ча-
стиц на 1 мл. Перед операцией людей тщательно об-
следовали и тестировали их зрительные возможности. 
Представлены данные за два периода с момента опе-
рации (через 5 мес и 12 мес) на трех пациентах в каж-
дом исследовании (Bainbridge et al., 2008; Cideciyan et 
al., 2009; Maguire, 2008; Jacobson et al., 2008). Сейчас 
в мире прооперировано двенадцать человек разных 
возрастов от 8 до 44 лет. Пациенты находятся под ре-
гулярным наблюдением. Все пациенты ощущают в 
разной степени улучшение зрения. По объективным 
показателям через 2–4 недели после однократной инъ-
екции в один глаз под сетчатку в районе ее лучшей 
сохранности (по показаниям томографии сетчатки), 

вблизи макулярной области улучшение зрения было 
отмечено у половины пациентов: появилась зрачковая 
реакция, уменьшилось количество непроизвольных 
движений глаз, увеличился сигнал локальной ретино-
граммы на световые стимулы, в том числе на слабые, 
повысилась острота зрения, повысилась светочувстви-
тельность, оцененная по зрачковому рефлексу, увели-
чилась активность в зрительной коре. Все это говорит 
о том, что инъецированный нормальный ген встроился 
и заработал – нормализовал ресинтез зрительного пиг-
мента. Не отмечено никаких специальных послеопера-
ционных осложнений.

Как и ожидалось, наилучшие результаты, как по су-
бективным ощущениям, так и по объективным показа-
телям, отмечаются у детей. Ранее считавшиеся узако-
ненно слепыми (legal blind), они после генной терапии 
могут обходиться без помощи специального наставни-
ка на уроках, ориентироваться и обходить препятствия 
при низких уровнях освещения (специальный тест), 
играть со сверстниками в подвижные игры, кататься 
на двухколесном велосипеде. Зрение в оперированном 
глазу не восстановилось полностью, но дети переста-
ли быть слепыми. При очередных обследованиях через 
полгода, год, полтора года никакой динамики измене-
ния зрительных возможностей не было отмечено.

Все это говорит о том, что инъецированный нор-
мальный ген встроился и заработал – нормализовал 
ресинтез зрительного пигмента в клетках пигментно-
го эпителия. Высшие отделы зрительного анализатора 
оказались способными воспринять сигналы от восста-
новленных фоторецепторов, несмотря на многолет-
нюю депривацию.

“Вылечивание” дихромазии самцов обезьян Но-
вого Света. 

Отдельного внимания заслуживает сообщение о 
повышении размерности цветового зрения у самцов 
обезьян Нового Света путем субретинального вектор-
ного введения гена красночувствительного пигмента 
человека (Mancuso et al., 2009).

Генетические механизмы организации цветового 
зрения у обезьян Старого и Нового Света различны. 
Цветовое зрение человека (и обезьян Старого Света) 
трихроматично. Трихромазию обеспечивают три гена: 
гены зелено- и красночувствительного пигментов, на-
ходящиеся в X-хромосоме, и ген синечувствительного 
пигмента – в седьмой хромосоме. У обезьян Нового 
Света (помимо гена синечувствительного пигмента в 
седьмой хромосоме) в X-хромосоме содержится толь-
ко один полиморфный ген средневолновочувствитель-
ного пигмента (1 из 3 возможных аллелей). Поэтому 
все самцы – дихроматы. У них два типа колбочек, 
синечувствительные и зеленочувствительные. Кри-
вые спектральной чувствительности средневолново-
чувствительных колбочек у разных животных разли-
чаются в зависимости от аллеля, присутствующего в 
Х хромосоме. Гомозиготные самки тоже дихроматы. 
Только гетерозиготные самки – трихроматы (Neitz, 
Neitz, 2000; Jacobs, Nathans, 2009).
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Интраокулярно в субретинальное пространство 
двум взрослым самцам саймири был введен вектором 
ген красночувствительного пигмента человека под 
промоутером зеленочувствительного пигмента. (Было 
произведено три инъекции по 100 мкл, 2.7 × 1013 ви-
русных частиц. Меньшее количество, введенное ранее 
другим обезьянам, было недостаточно). О том, что ви-
рус достиг мишеней (наружных сегментов средневол-
новочувствительных колбочек) можно было судить 
по флуоресценции GFP, встроенного в конструкт. С 
9 по 40 неделю после операции наблюдаемая флуо-
ресценция увеличивалась. Через 24 недели у обезьян 
появилась чувствительность в красной области спек-
тра, стала регистрироваться фокальная ретинограмма 
на красные стимулы и одновременно с этим в психо-
физических тестах на псевдоизохроматических таб-
лицах самцы, бывшие дихроматы, стали себя вести 
как трихроматы. Эффект “вылечивания” дихромазии 
у обезьяны-самца по имени Дальтон сохраняется уже 
два года. Гистологическое исследование сетчатки дру-
гой обезьяны, тоже ставшей трихроматом, но умершей 
через год после операции от пневмонии, показало, что 
ген красночувствительного пигмента человека (мече-
ный GFP) встроился в 15–36% зеленочувствительных 
колбочек (Mancuso et al., 2009).

Исследователи, окрыленные успехом генной тера-
пии LCA2, очень редкого заболевания и повышения 
размерности цветового зрения обезьян, надеются в 
скором времени начать генную терапию и других 
врожденных заболеваний сетчатки, в частности, воз-
растной макулярной дистрофии, от которой страдают 
многие люди старше 60 лет.
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Recent advances in restoration of the visual function 
at retinal defi ciencies in mammals
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In the last decade new data have been accumulated on the mechanisms of the develoment of the mamma-
lian retina, stem cell biology, and genetic disorders underlying a number of congenital visual pathologies. 
A variety of approaches to therapy of some visual disorders have been developed using animal models. 
These fundamental advances allowed effi cient therapy of the respective disorders in human. 

Key words: mammalian retina, regeneration, retinal stem cells, Leber congenital amaurosis {LCA}, 
RPE65, gene therapy.


