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Приведены литературные данные о генетических причинах двух врожденных заболеваний сет-
чатки – LCA2 и LCA10 (детская прогрессирующая слепота) и о современных способах их лечения.
Причиной LCA2 является разрыв зрительного цикла из-за дефекта гена RPE65, экспрессирующего-
ся в клетках пигментного эпителия сетчатки (RPE). Для лечения разработана и применяется усили-
вающая генная терапия (augmentation therapy): векторное субретинальное введение нормального ге-
на RPE65. LCA10 – цилиопатия, вызванная мутацией гена CEP290, экспрессирующегося в основа-
нии связывающей реснички (CC) фоторецептора. Для лечения применяется “антисмысловая”
терапия, устраняющая интронную (дефектную) мутацию в молекуле пре-мРНК в процессе синтеза
белка CEP290. Рассказано о проекте “BRILLIANCE” – первом испытании прямого редактирова-
ния генома методом CRISPR/Cas9 прямо в теле пациента LCA10, анонсированном в номере Nature
за 2020 г.
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ВВЕДЕНИЕ
Врожденные патологии сетчатки связаны с

мутацией генов, обеспечивающих разные этапы
зрительного процесса. Большинство заболеваний
рано или поздно оканчиваются слепотой в ре-
зультате дегенерации зрительных рецепторов. До
недавнего времени эти патологии были неизле-
чимы. С развитием генетических методов диагно-
стики и генной инженерии появились принципи-
альная возможность и надежда на генную тера-
пию, по крайней мере, некоторых из этих
заболеваний (Максимова, 2010; Bainbridge et al.,
2008a; Bennett, 2017; Hastie, Samulski, 2015; Hol-
lander et al., 2010; Cideciyan, 2010; Sanagala et al.,
2017).

Врожденный амавроз Лебера (Leber congenital
amaurosis – LCA) – наиболее частая форма врож-
денной детской слепоты. Эта патология была
впервые описана в 1869 г. доктором Т. Лебером и
впоследствии получила его имя (Leber, 1869).
Симптомы LCA – прогрессирующее ухудшение
зрения в сумерках, нистагм, сужение поля зре-
ния, дегенеративные изменения в сетчатке в об-
ласти наибольшей плотности палочек – проявля-

ются уже в первые годы жизни и к 20–30 годам за-
канчиваются слепотой (Jacobson et al., 2008;
Lorenz et al., 2000). Частота встречаемости LCA
в Европе и США – от двух до трех случаев на
100000 новорожденных. По генетической диагно-
стике LCA оказался не одним заболеванием, а
большой группой гетерогенных аутосомальных
рецессивных расстройств со сходными признака-
ми зрительной патологии. В настоящее время бо-
лее 400 мутаций, по крайней мере в 23 генах, свя-
зывают с разными формами LCA. Им стали при-
сваивать номера. Ниже расскажем о генетических
причинах и способах генной терапии LCA2 и
LCA10. Выявленные генетические нарушения со-
ставляют 70% от общего количества заболеваний
(Hollander et al., 2010; Takkar et al., 2018). По не-
давним исследованиям в странах восточной Азии
(Корее, Пакистане, Саудовской Аравии, Южной
Индии и популяции Хань Китая) спектры мута-
ций у людей, страдающих LCA, несколько отлич-
ны от выявленных на Западе, что, по-видимому,
отражает этнические особенности (Liu, Bu, 2017;
Seong et al., 2008; Li et al., 2009; McKibbin et al.,
2010; Sundaresan et al., 2009; Li et al., 2011).
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LCA2. УСИЛИВАЮЩАЯ ГЕННАЯ ТЕРАПИЯ
Одна из форм амавроза Лебера – LCA2 –

обусловлена нарушением зрительного цикла и
вызванной этим прогрессивной билатеральной
дегенерацией сначала палочек, а затем и колбо-
чек (Lorenz et al., 2000).

Зрительный процесс начинается с поглоще-
ния кванта света зрительным пигментом родоп-
сином, встроенным в липидную мембрану дисков
наружных сегментов фоторецепторов. Он состав-
ляет 90% строительных белков этой мембраны
(Nathans, 1990). Молекула родопсина состоит из
белка – опсина и связанного с ним хромофора
(ретиналя) – остатка альдегида витамина А. При
поглощении кванта света происходит цис-транс
изомеризация этой молекулы и отщепление хро-
мофора. Продукты распада родопсина перено-
сятся из рецептора в клетки пигментного эпите-
лия (RPE – retinal pigment epithelium), подстила-
ющего сетчатку и тесно связанного с ней
функционально. Там при участии специального
фермента RPE65 происходит восстановление
цис-ретиналя и его воссоединение с опсином –
восстановление молекулы родопсина – и после-
дующая транспортировка восстановленного пиг-
мента в рецептор. Это так называемый зритель-
ный цикл (Каламкаров, Островский, 2002; Red-
mond et al., 1998; Wolf, 2005).

Мутация гена RPE65 (картированного у чело-
века в первой, а у мыши в третьей хромосоме)
приводит к тому, что родопсин не восстанавлива-
ется. Тем самым нарушается зрительный цикл
(Gu et al., 1997; Redmond et al., 2005). В результате
происходит постепенное разрушение дисков на-
ружных сегментов, сначала палочек, а потом и
колбочек, оканчивающееся гибелью фоторецеп-
торов. Наступает слепота.

Усиливающая генная терапия (augmentation
gene therapy). Первый успех генной терапии LCA2
был достигнут в 2001 г. Взрослой собаке Swedish
Briard dog, слепой по причине часто встречающе-
гося у этой породы заболевания сетчатки, анало-
гичного LCA2 человека, было возвращено зрение
векторным введением под сетчатку одного глаза
нормального гена в надежде, что результат его де-
ятельности превысит результат деятельности де-
фектного (Narfström et al., 1989; Aguirre et al., 1998;
Veske et al.,1999; Acland et al., 2001; Petersen-Jones,
Komáromy, 2015). С тех пор положительные ста-
бильные результаты были получены еще на 50 со-
баках (в том числе и на более крупных) и на моде-
ли мыши с нокаутом Rpe65 (Redmond, Hamel,
2000; Bemelmans et al., 2006; Pang et al., 2006; Ben-
nicelli et al., 2008; Cideciyan, 2010; Takkar et al.,
2018).

В феврале 2007 г. начались клинические испы-
тания генной терапии на людях в Великобрита-
нии, а в конце того же года в США. Уже в 2008 г.
были опубликованы первые результаты этих ис-

пытаний (Bainbridge et al., 2008b; Hauswirth et al.,
2008; Maguire et al., 2008). В них приняли участие
двенадцать LCA2 пациентов разных возрастов.
Клетки пигментного эпителия были “инфициро-
ваны” нормальным геном RPE65 при помощи
специально разработанного вектора – вируса
rAAV2 (recombinant adeno-associated virus 2) (War-
rington, Herzog, 2006; Bennicelli et al., 2008). Каж-
дому пациенту под сетчатку одного глаза, который
видел хуже, был введен нормальный ген. Были ис-
пробованы разные дозы: малая – 1.5 × 1010 вектор-
ных частиц, средняя – 4.8 × 1010 векторных ча-
стиц, высокая – 1.5 × 1011 векторных частиц на 1 мл.
Через 2–4 нед улучшение зрения в инъециро-
ванном глазу отмечено у половины пациентов:
появилась зрачковая реакция (восстановилась
светочувствительность), прекратился нистагм,
появилась способность ориентироваться в про-
странстве при низком (скотопическом) уровне
освещения. Это свидетельствовало о том, что
нормальный ген RPE65 встроился в клетки пиг-
ментного эпителия и заработал. Результат был за-
висим от дозы и возраста пациента. Все пациенты
отмечали субъективные улучшения, а у детей (6–
12 лет) восстановилось практически нормальное
зрение (Maguire et al., 2008). Впоследствии кли-
нические испытания начались в Иерусалиме и во
Франции. Положительный эффект был стабилен
в течение 1–3 лет наблюдения (Simonelli et al.,
2010; Jacobson et al., 2012; Bainbridge et al, 2015; Le
Meur et al., 2018). Никаких значительных иммун-
ных ответов не было зарегистрировано ни в од-
ном исследовании. Не обнаружено и вредных по-
следствий хирургического вмешательства. Успех
обусловлен точным знанием генетической при-
чины заболевания и разработкой технологии со-
ответствующей генной терапии, впоследствии
названной усиливающей (augmentation gene ther-
apy) (Maguire et al., 2008; 2009; Warrington, Herzog,
2006; Bainbridge et al., 2008b; Hauswirth et al., 2008;
Cideciyan et al., 2009; Jacobson et al., 2012; Pennesi
et al., 2018).

Однако у прооперированных людей болезнь
продолжала развиваться: продолжал действовать
и дефектный ген (Cideciyan et al., 2013). Через не-
которое время многие пациенты обратились с
просьбой провести повторную операцию на дру-
гом глазу (ранее лучшем), который со временем
стал видеть хуже, чем инъецированный. По-
скольку векторное введение нормального гена –
это введение чужеродного белка, вначале было
опасение, что его повторное введение может вы-
звать аллергическую реакцию (анафилактиче-
ский шок). Контрольные опыты на больших обе-
зьянах с повторным введением вируса во второй
глаз показали, что это безопасно (Maguire et al.,
2008). Глаз, сетчатка – предпочтительный орган
для генной терапии, поскольку, как и мозг, имеет
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гематоретинальный барьер, препятствующий вы-
работке антител на введение чужеродного белка.

В 2016 г. была проведена первая фаза клиниче-
ских испытаний на людях по повторному вектор-
ному введению нормального гена во второй глаз
(Bennett et al., 2016). Операция прошла без вред-
ных последствий и привела к длительному улуч-
шению зрения, как по субъективным ощущени-
ям, так и по объективной оценке состояния сет-
чатки, ЭРГ и кортикальных реакций (ЭЭГ). В
2020 г. был опубликован обзор работ по усилива-
ющей генной терапии LCA2 (включающий срав-
нение зрительных функций инъецированного и
контрольного глаза, всего 164 глаза 82 пациен-
тов). На основании статистического анализа те-
рапевтической значимости полученных результа-
тов авторы констатируют улучшение световой
чувствительности и остроты зрения на срок до
двух лет, отсутствие вредных последствий опера-
тивного вмешательства в течение пяти лет. В то
же время отмечено, что на этом фоне развитие за-
болевания продолжается (Weleber et al., 2016;
Wang et al., 2020).

После публикаций об успешных клинических
испытаниях генной усиливающей терапии (суб-
ретинальном векторном введении нормального
гена RPE65 ) “Управление по санитарному надзо-
ру за качеством пищевых продуктов и медика-
ментов США” (Food and Drug Administration
(FDA)) в декабре 2017 г. разрешила и утвердила
коммерческое использование этого фармакологиче-
ского агента (voretigene neparvovec AAV2-hRPE65v2).
Его коммерческое название Luxturna (Hussain et al.,
2019). Девять лечебных центров в США проводят
лечение LCA2 методом генной усиливающей те-
рапии – билатерального субретинального введе-
ния Luxturna.

КРИТЕРИИ ПРИ ВЫБОРЕ ОЧЕРЕДНОГО 
ЗАБОЛЕВАНИЯ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ 

УСИЛИВАЮЩЕЙ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ
Операциям на людях предшествует длительная

проверка метода на культуре клеток (Burnight et al.,
2014), на лабораторных животных-моделях (Acland
et al., 2001), иногда выведение трансгенных жи-
вотных, за неимением соответствующих диких
форм (Redmond, Hamel, 2002); разработка виру-
са-вектора, эффективно “поражающего” нужные
клетки-мишени и обладающего соответствую-
щей “грузоподъемностью” (Cargo capacity), не
токсичного, не приводящего к побочным мута-
циям (Bennicelli et al., 2008). Все это требует се-
рьезных капитальных вложений, поиска инвести-
ций. Поэтому при выборе очередного заболевания
для проведения генной терапии руководствуются
следующими критериями.

– Генетическая патология должна приводить к
действительно серьезным нарушениям зрения.

– Кассета, содержащая нормальный ген и ад-
рес его доставки, должна удовлетворять грузо-
подъемности доступных векторов.

– Выбранные векторы должны эффективно и ста-
бильно “поражать” первичную популяцию клеток.

– Модельное животное с соответствующим
фенотипом должно быть доступно для демон-
страции доказательства правоты концепции.

– Для проведения клинических испытаний коли-
чество пациентов должно быть не менее 25 человек.

– У пациентов должно быть сохранно необходи-
мое количество клеток – первичных мишеней, ко-
торые можно обновить доставкой здоровых генов.

LCA10 – ДРУГАЯ ФОРМА АМАВРОЗА 
ЛЕБЕРА. ВЫБОР МЕТОДА ГЕННОЙ 

ТЕРАПИИ
LCA10 выявляется у 20–30% пациентов с LCA.

Если причина LCA2 – это нарушение одной из
функций клеток пигментного эпителия сетчатки
в результате мутации гена RPE65, то причина
LCA10 кроется в нарушении метаболизма в самом
фоторецепторе из-за мутации гена CEP290. Это
наиболее часто мутирующий ген, с его мутациями
связаны многие цилиопатии разных органов,
включая сетчатку. Тридцать шесть известных му-
таций CEP290 повинны, по крайней мере, в трети
всех форм LCA. Первичный дефект выявляется в
цилии (connecting cilium (CC)), расположенной
между внутренним и наружным сегментами фо-
торецептора (Drivas, Bennett, 2014; Coppieters et al.,
2010). При LCA10 выявленная мутация CEP290
(p.Cys998X, известная также как c.2991+1655
A>G) приводит к нарушению интрафлагеллярно-
го транспорта (IFT) – транспорта белковых и ли-
пидных молекул (в том числе родопсина) между
внутренним и наружным сегментами палочки.
(Dulla et al., 2018). В Европе и США по меньшей
мере 2000 пациентов имеют эту специфическую
мутацию.

Строение фоторецептора позвоночных. Наруж-
ные сегменты фоторецепторов позвоночных –
высокоспециализированные производные пер-
вичной реснички (primary cilium), сформировав-
шиеся в эволюции для эффективного захвата
квантов света. В наружном сегменте палочки
стопкой упакованы двухслойные диски, в мем-
брану которых встроен родопсин (рис. 1). Во
внутреннем сегменте фоторецептора сосредото-
чены многочисленные митохондрии, аппарат
Гольджи, ретикулюм и прочие внутриклеточные
органеллы биохимической кухни, производящей
белки и липиды, необходимые наружному сег-
менту клетки. Наружный и внутренний сегменты
связаны ресничкой (connecting cilium (СС)). По
связывающей ресничке осуществляется транс-
порт в обе стороны белковых, липидных и прочих
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молекул, так называемый интрафлагеллярный
транспорт (IFT) (Prevo et al., 2017). Диски наруж-
ного сегмента постоянно обновляются: с апи-
кального конца палочки, каждый день отслаива-
ется порядка 10% старых дисков, которые захва-
тываются пальцеобразными выростами клеток
пигментного эпителия, а новые диски образуют-
ся в основании наружного сегмента. Процесс пи-
ноцитоза старых дисков называется шеддинг
(shedding). Он подчинен циркадному ритму:
утром происходит захват отработанных дисков
палочек, а вечером – колбочек (Young, 1967; Pa-
zour et al., 2002; Wheway et al., 2014). Обновление
наружных сегментов требует постоянного прито-
ка липидов и протеинов, синтезируемых во внут-
реннем сегменте фоторецепторов, поэтому со-
хранность цилии (CC), по которой осуществляет-
ся транспорт в обе стороны белковых, липидных
молекул (IFT), очень важен для нормальной
функции рецептора (Prevo et al., 2017).

Длина наружного сегмента в норме остается
постоянной благодаря равновесию процессов от-
слоения и фагоцитоза старых дисков и образова-
ния новых. Новые диски производит цилия из эк-
тосом. Образовывать множество эктосом – пу-
зырьков, заключенных в мембрану, – свойство
всех цилий разных органов (Long, Huang, 2020).
Эктосомы, возможно, используются для молеку-
лярного обмена внутри клеток. В фоторецептор-
ной цилии эктосомы не отшнуровываются от ци-
лии, а постепенно удлиняясь и уплощаясь, пре-
вращаются в новые диски наружного сегмента
фоторецептора. Механизм этого явления открыт
недавно. Показано, что отделению эктосом от
цилии фоторецептора препятствует белок пери-
ферин (Salinas et al., 2017). Раньше считалось, что
новые диски образуются из складок наружной
мембраны палочки (Ding et al., 2015).

Цилии (primary cilia) – эволюционно сохран-
ные клеточные структуры, характерные для кле-
ток многих органов (Винников, 1971; Заварзин,
1976; Satir, 2010; Rosenbaum, Witman, 2002; Long,
Huang, 2020). Цилия фоторецептора состоит из
аксонемы, образуемой девятью дуплетами мик-
ротрубочек, окруженной наружной мембраной
(9 × 2 + 0) (рис. 1). Вдоль реснички различают три
части. Ее основание – базальный комплекс и ко-
решок – находятся в апикальном конце внутрен-
него сегмента фоторецептора, средняя часть –
связующая цилия (СС) – образует мостик между
наружным и внутренним сегментами, а дисталь-
ная часть продолжается в наружный сегмент (In-
sinna, Besharse, 2008). IFT (интрафлагеллярный
транспорт) осуществляется по микротрубочкам
CC в обе стороны (рис. 1). По одной микротру-
бочке в каждом из девяти дуплетов происходит
движение в антероградном направлении – от
внутреннего сегмента к наружному – перенос мо-
лекул при помощи моторных белков кинезинов
(kinesin 2 motor proteins). Так транспортируются и
молекулы опсина, где они затем включаются во
вновь собранные мембраны дисков (Insinna, Be-
sharse, 2008, Insinna et al., 2009; Marszalek et al.,
2000; Pazour et al., 2002). По другой соседней мик-
ротрубочке в ретроградном направлении – от на-
ружного сегмента к внутреннему – осуществляет-
ся движение молекул при помощи белка – цито-
плазматического динеина (cytoplasmic dynein 2)
(Rosenbaum, Witman, 2002). Транспорт между
двумя сегментами имеет критическое значение
для формирования и функции фоторецептора
(Pazour et al., 2002). Для организации нормально-
го процесса транспортировки молекул необходим
белок CEP290, локализованный в основании свя-
зывающей цилии фоторецептора (Duijkers et al.,
2018; Betleja, Cole, 2010). При LCA10 выявленная
мутация CEP290 (мутация p.Cys998X, также из-
вестная как мутация c.2991+1655 A>G) приводит
к нарушению синтеза белка CEP290 и прекраще-

Рис. 1. Схематическое изображение палочки, ее свя-
зывающей реснички (CC) в поперечном и продоль-
ном разрезе (увеличено) и клетка пигментного эпите-
лия (RPE) с включением старых дисков (стриптосо-
ма). На продольном разрезе CC стрелками показаны
направления интрафлагеллярного транспорта (intra-
flagellar transport (IFT)). Положение внутри палочки
белков RPE65 и CEP290 указано стрелками. N – nu-
cleus – ядро палочки; CC – connecting cilium – связы-
вающая ресничка.

RPE65

Пигментный эпителий

Н
ар

уж
ны

й 
се

гм
ен

т
В

ну
тр

ен
ни

й 
се

гм
ен

т

CC

CC

CEP290 N

Синапс



192

СЕНСОРНЫЕ СИСТЕМЫ  том 34  № 3  2020

МАКСИМОВА, МАКСИМОВ

нию деятельности моторных кинезинов в антеро-
градном направлении IFT – к наружному сегмен-
ту. Нарушаются транспорт опсина и его встраива-
ние во вновь образованные диски. Происходит
рассогласование процессов шеддинга и обновле-
ния наружных сегментов палочек, что приводит к
их укорочению, деградации и гибели (рис. 2)
(Wheway et al., 2014). Так, снижение уровня
CEP290 может привести к дистрофии сетчатки
(Dulla et al., 2018). По данным томографии сетчат-
ки у пациентов с данной мутацией гена CEP290
нарушена нормальная архитектура периферии
сетчатки (преимущественно палочковой) –
утоньшен наружный ядерный слой (где в норме
располагаются ядра палочек). Фовеальная и пара-
фовеальная области (преимущественно колбоч-
ковые) при этом дольше остаются сохранными
(как и в случае LCA2), что оказывается суще-
ственным при выборе места для субретинальных
инъекций при генной терапии (Hussain et al.,
2019; Peng et al., 2017; Sheck et al., 2018). Отрабаты-
валась методика усиливающей терапии LCA10
на культуре индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток (iPSC-Induced pluripotent stem
cell) человека. Продемонстрирована способность
лентивирусных векторов, несущих полноразмер-
ный CEP290, восстанавливать дефект цилиогене-
за, наблюдаемый в фибробластах, полученных от

пациента с LCA10 (Burnight et al., 2014). Несмотря
на обнадеживающие результаты, внимание ис-
следователей переключилось на другую идею ген-
ной терапии.

“Антисмысловая” терапия (“antisense” therapy).
Для лечения LCA10 разработана новая стратегия
генной терапии сообразно выявленной мутации
СЕР290 (c.2991+1655A>G) – антисмысловая те-
рапия (antisense therapy). Этот метод лечения ос-
нован на выключении/остановке синтеза белка,
участвующего в развитии заболевания. В процес-
се синтеза белка матричная РНК (mRNA) высту-
пает в качестве посредника между генетической
информацией в ДНК и аминокислотной после-
довательностью белка (Abramowicz, Gos, 2019).
При мутации (c.2991 + 1655A> G) в гене CEP290 в
процессе транскрипции в молекуле незрелой
матричной РНК (мРНК) при превращении ее в
зрелую мРНК создаются сильные сайты для
сплайсинга1 с дефектным интроном, узнаваемые
сплайсинговым механизмом. Дефектный интрон
препятствует нормальному сплайсингу и постро-
ению нормального белка CEP290. “Починка” ин-
тронной мутации – интересная задача для генной
терапии (Duijkers et al., 2018) (рис. 2). Наиболее
перспективным подходом оказалось использова-
ние “антисмысловых” олигонуклеотидов (anti-
sense oligonucleotides – AONs) (Siva et al., 2014; Ha-
vens, Hastings, 2016). Синтезирован химический
аналог короткой цепочки РНК, которая нацелена
на связывание сайта сплайсинга на пре-мРНК и
модификацию содержания экзона в мРНК2.
Именно так и работает препарат сепофарсен
(QR-110) – короткая цепочка олигонуклеотидов.
Он направлен на восстановление генетического
дефекта в пре-матричной РНК, при ее превраще-
нии в зрелую мРНК, что позволяет ему функцио-
нировать как нормальная мРНК “дикого типа”
(рис. 2). В ходе испытаний QR-110 был протести-
рован на культуре фибробластов, на трехмерных
сетчаточных органоидах, произведенных из ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток (iPSC), на животных (мышах, кроликах и обе-
зьянах) и, наконец, на людях (Dulla et al., 2018).
В 2017 г. интернациональный центр клинических
испытаний начал оценивать последствия интра-
витреальных инъекций QR-110. Результаты зна-
чительного улучшения зрения у одного пациента

1 Сплайсинг (Splicing) – удаление из первичного транскрип-
та участков, не кодирующих белки, – интронов и последу-
ющего ковалентного соединения кодирующих участков –
экзонов.

2 Эту синтезированную нуклеиновую кислоту называют
“антисмысловым” олигонуклеотидом (AON), потому что
ее последовательность оснований комплементарна мес-
сенжерной РНК (мРНК) гена, которая называется “смыс-
ловой” последовательностью (так что смысловой сегмент
мРНК (5'-AAGGUC-3') будет заблокирован антисмысло-
вым сегментом мРНК (3'-UUCCAG-5').

Рис. 2. Схема “антисмысловой” терапии (“antisense”
therapy) LCA10 при помощи синтетического препара-
та – короткой цепочки нуклеотидов – (QR-110), или
сепофарсена (По Dulla et al., 2018).
Сверху – схема “починки” интронной мутации в мо-
лекуле пре-мРНК при превращении ее в зрелую
мРНК в процессе синтеза силиарного белка CEP290.
Внизу слева – дегенерирующая палочка в результате
нарушенного синтеза белка CER290. Внизу справа –
палочка, восстановленная “антисмысловой” терапией.
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обусловили проведение промежуточных анали-
зов у всех пациентов, принимавших участие в ис-
следовании. Десять пациентов показали значи-
тельное улучшение остроты зрения и способно-
сти обнаруживать вспышки света (Dulla et al.,
2018). Через три месяца после субретинального
введения препарата QR-110 (сепофарсена) около
60% пациентов продемонстрировали клинически
значимый эффект улучшения зрения и способно-
сти ориентироваться в условиях слабой освещен-
ности. Препарат сепофарсен (QR-110) произво-
дит голландская биотехнологическая компания
ProQR, основанная в 2012 г. и специализирующа-
яся на разработке орфанных препаратов (orphan
drug) для лечения редких тяжелых врожденных
заболеваний. FDA и European Medicines Agency
включили сепофарсен в категорию orphan drugs
(Aronson, 2006). Согласно закону, компании, за-
нимающиеся разработкой препаратов для лечения
заболевания, которым страдают менее 200000 че-
ловек в Соединенных Штатах, могут продавать их
без конкуренции в течение семи лет и могут полу-
чать стимулирующие налоговые льготы (Pollack,
1990). Законы об орфанных препаратах существу-
ют также в Австралии, Сингапуре и Японии.

МЕТОД РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМА
“Антисмысловая” терапия LCA10 не является

формально генной терапией, поскольку редакти-
рованию подвергается молекула пре-мРНК, а не
ДНК. Существуют технологии редактирования
собственно ДНК (Sanagala et al., 2017). Ключевой
среди технологий редактирования генов, благо-
даря простоте, высокой эффективности и уни-
версальности, стала молекулярная технология,
известная как CRISPR/Cas9, разработанная в
2012 г. американскими и французскими учеными
Дженнифер Дудна и Эммануэль Шарпантье и
усовершенствованная Фэн Чжаном и соавт.
(Doudna, Charpentier, 2014).

Cas9 – это белок, ассоциированный с одноце-
почечной РНК c регулярно расположенными фраг-
ментами – группами коротких палиндромных по-
второв (CRISPR3). В природе система CRISPR/Cas9
встречается у некоторых бактерий как часть их
иммунной системы. Фрагменты ДНК (части рас-
терзанного вируса) появляются от вирусных атак
и сохраняются в бактериальном геноме как часть
массива CRISPR. Белок Cas9 использует эти
фрагменты для распознавания будущих “врагов”
и их уничтожения, разрезая их генетический ма-
териал. Поскольку комплекс CRISPR/CAS9 ста-
новится частью бактериального генома, он пере-
дается потомству.

3 CRISPR – (clustered regularly interspaced short palindrome
repeats) – короткие палиндромные повторы, регулярно
расположенные группами и разделенные неповторяющи-
мися спейсерными последовательностями.

Сведения о CRISPR в геноме бактерий появи-
лись в 1980-х годах, к середине 2000-х стала по-
нятна их функция, и началось изучение молеку-
лярных механизмов их действия (Jinek et al.,
2012). Возникла мысль о применении функцио-
нальных возможностей CRISPR/CAS9 в эукарио-
тических клетках. В настоящее время технология
на основе упрощенной природной системы
CRISPR/Cas9 с изменяемой “направляющей РНК”
(guide RNA) для вырезания определенных мест в
геноме эффективно работает практически на всех
видах клеток и применяется очень широко (Du et
al., 2016). Генное редактирование при помощи
CRISPR/Cas9 использует одноцепочечную РНК
для поиска интересующего фрагмента ДНК (му-
тации). CRISPR идентифицирует ген-мишень че-
рез спейсерные последовательности, а Cas9 спо-
собствуют расщеплению генов-мишеней и поз-
воляют производить “редактирование гена” ДНК
при помощи новой цепи ДНК потенциально
функционального белка.

В журнале Nature в марте 2020 г. появилось сооб-
щение о первой попытке устранения мутации, от-
ветственной за развитие LCA10, непосредственно в
ДНК, – редактирования генома – прямо в теле че-
ловека при помощи технологии CRISPR/ CAS9
(Ledford, 2020). В исследовании, получившем на-
звание “BRILLIANCE”, будут оцениваться без-
опасность, переносимость и эффективность экспе-
риментального препарата AGN-151587 (EDIT-101),
произведенного биотехнологической компанией
ProQR, специально для лечения врожденного
амавроза Лебера 10 (LCA10). Исследование про-
водится компаниями Allergan и Editas Medicine.
Взрослые и дети в возрасте от 3 до 17 лет (около
18 человек, разделенные на три группы) получат
разовую дозу AGN-151587 в один глаз субрети-
нально (для доставки механизма редактирования
генов непосредственно к фоторецепторным клет-
кам). В предыдущих клинических испытаниях
технология CRISPR/Cas9 использовалась для ре-
дактирования геномов клеток, удаленных из орга-
низма. Первый пациент в проекте BRILLIANCE
открывает новую эру – использование лекарств
CRISPR для длительного лечения тяжелых забо-
леваний, не только таких редких, как LCA10, но и
пигментных ретинитов, возрастной макулярной
дистрофии и прочих, от которых страдают мил-
лионы людей.

В начале эры электронной микроскопии
(60-е годы 20-го века) был колоссальный беско-
рыстный интерес (любопытство) к исследованию
того, что впервые открылось глазу на фотографи-
ях электронных срезов. Бросались в глаза уди-
вительные структуры, одинаковые в разных объ-
ектах: клетках разных тканей, разных органов
разных животных. Так, впервые увидели попе-
речнополосатые митохондрии, аппарат Гольджи,
хлоропласты и другие органеллы клеток. В таких
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разных клетках, как фоторецепторы позвоноч-
ных, клетки внутреннего уха, клетки почечного
ресничного эпителия, были обнаружены геомет-
рически правильные структуры, названные впо-
следствии ресничками. По тонкому строению
они были похожи на жгутик хламидомонады и
сперматозоида. Эта ресничка или цилия (cilium),
круглая в поперечном сечении, имела внутри де-
вять пар микротрубочек (9×2 +0), расположен-
ных по кругу вблизи охватывающей ресничку
мембраны, в некоторых органах в ресничке была
еще и центральная пара (9×2 +1). Именно эта
“картинка” и бросалась в глаза (рис. 1). К настоя-
щему времени на базе этих наивных наблюдений
выросла фундаментальная наука о биохимии, ге-
нетике, развитии, эволюции и функциях орга-
неллы. В ХХI веке результаты ее оказались вос-
требованы в медицине.

С чистого любопытства по поводу странного
паттерна, который был обнаружен в ДНК некото-
рых бактерий, началось фундаментальное иссле-
дование, приведшее к одному из самых мощных
прорывов в современной генетике, созданию
CRISPR технологии, которая дала возможность
редактировать ДНК практически любого орга-
низма с беспрецедентной точностью и легкостью.
Неисповедимы пути развития науки.
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Three tactics for gene therapy of two congenital retinal diseases. Review
E. M. Maximovaa,# and P. V. Maximova

a Institute for Information Transmission Problems of the Russian Academy of Sciences 
127051 Moscow, Bolshoy Karetny per., 19, Russia

#E-mail: maximova@iitp.ru

  Data on the genetic causes of two congenital retinal diseases – LCA2 and LCA10 (childhood progressive
blindness) and modern methods for their treatment are presented. The cause of LCA2 is an interruption of
the visual cycle due to a defect in the RPE65 gene, which expresses in retinal pigment epithelium (RPE).
“Augmentation gene therapy” – vector delivery of normal RPE65 gene by subretinal administration – has
been developed and successfully applied for LCA2 treatment. LCA10 is a ciliopathy caused by a mutation of
the CEP290 gene, expressed at the base of the connecting cilium of photoreceptor. For treatment, “antisense”
therapy is used that eliminates the intron mutation (“sense” but defective) in the pre-mature mRNA mole-
cule during the synthesis of the CEP290 protein. The “BRILLIANCE” project – the first trial of the genome
editing using CRISPR/Cas9 technology direct in the LCA10 patient’s body, announced in Nature for 2020,
is mentioned.

Keywords: retina, retinal pigment epithelium, RPE65, CEP290, LCA2, LCA10, gene therapy, cilium, genome
editing, CRISPR/Cas9, sepofarsen
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