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Опыт оптогенетического протезирования сетчатки на животных моделях насчитывает уже более 16 лет,
а в последний год появились первые результаты, полученные на человеке. За этот срок стали по-
нятны основные проблемы протезирования, и одновременно были предложены подходы к их ре-
шению. В настоящем обзоре мы ставим себе задачу представить достижения в области оптогенети-
ческого протезирования биполярных клеток, уделяя внимание в основном относительно недавним
публикациям. В обзоре описаны преимущества и недостатки протезирования биполярных клеток
по сравнению с альтернативной мишенью – ганглиозными клетками, а также проведен сравнитель-
ный анализ эффективности использования в качестве протезирующего инструмента ионотропных све-
точувствительных белков, каналородопсинов, или метаботропных рецепторов, родопсинов.
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В последние годы мы наблюдаем ускорение раз-
вития протезирующих технологий, призванных хо-
тя бы отчасти возместить утраченные целиком или
в значительной степени те или иные сенсорные
функции, в первую очередь зрение и слух. Наибо-
лее разработанным и эффективным подходом
к протезированию зрения на настоящий момент
является имплантация электронного чипа, заменя-
ющего погибшие сенсорные клетки и обеспечива-
ющего сенсорный вход для нейронов сетчатки,
переживших патологические процессы. Более
400 операций по имплантации различных протези-
рующих чипов во всем мире были в основном удач-
ными и обеспечили частичный возврат зрения,
позволяя пациентам различать крупные предметы,
ориентироваться в пространстве, а в наиболее
удачных случаях совершать такие сложные дей-
ствия, как стрельба из лука и езда на велосипеде
[1–3]. Технологическое развитие электронных чи-
пов успешно продолжается более 15 лет, хотя уже
сейчас ясно, что основными трудноразрешимыми
проблемами этого подхода являются неуклонное
глиальное зарастание зоны контактов чипа, что
делает невозможным использование его более
1‒2 лет, а также очень высокая индивидуальная
стоимость процедуры протезирования [3].

Альтернативой электронным имплантам явля-
ется оптогенетическое протезирование сетчатки.
Этот подход становится возможным благодаря то-
му, что нейродегенеративные процессы затрагива-

ют в основном, и в первую очередь, слой фоторе-
цепторных клеток, оставляя относительно непо-
врежденными биполярные и ганглиозные клетки.
Отсюда следует основная идея оптогенетического
подхода к протезированию сетчатки – придание
биполярным или ганглиозным клеткам свойства
светочувствительности при помощи генетических
манипуляций. К настоящему времени опыт опто-
генетического протезирования сетчатки на живот-
ных моделях насчитывает уже более 16 лет, а в по-
следний год появились первые результаты, полу-
ченные на человеке. За этот срок стали понятны
основные проблемы протезирования, и одновре-
менно были предложены подходы к их решению
(данные обобщены в [4–8]). В настоящем обзоре
мы ставим себе задачу представить достижения в
области оптогенетического протезирования бипо-
лярных клеток. Мы опишем преимущества и недо-
статки протезирования биполярных клеток по
сравнению с альтернативной мишенью – гангли-
озными клетками, а также проведем сравнитель-
ный анализ эффективности использования в каче-
стве протезирующего инструмента ионотропных
светочувствительных белков, каналородопсинов,
или метаботропных рецепторов, родопсинов.

Животные модели и методы регистрации

За последние несколько лет не произошло како-
го-либо заметного изменения репертуара модель-
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ных животных, используемых в экспериментах по
созданию технологий оптогенетического протези-
рования. Основными животными линиями по-
прежнему являются мыши с фенотипом rd (retinal
degeneration) с различным генетическим фоном –
линии rd1–rd19, имеющие нарушения в работе ге-
нов, регулирующих фототрансдукцию, зритель-
ный цикл, клеточный метаболизм или биосинтез
белка [9]. Наиболее часто используемая в экспе-
риментах линия rd1 имеет мутацию в гене Pde6B,
что приводит к нарушению работы фосфодиэсте-
разы 6 – важнейшего участника каскада фототранс-
дукции. Эта линия также является генетически не-
однородной, и одна из коммерческих субпопуля-
ций этой линии несет дополнительную мутацию в
гене Gpr179, кодирующем структурный белок сиг-
налосомы трансдукционного каскада биполярной
клетки. Такая мутация делает животных с этими
генетическими особенностями непригодными для
целей оптогенетического протезирования бипо-
лярных клеток, что в свою очередь ведет к необхо-
димости дополнительной генетической модифика-
ции животных этой субпопуляции с целью возвра-
та аллели Gpr179 к дикому типу [10].

Важной стороной создания технологии проте-
зирования сетчатки являются процедуры вери-
фикации степени успешности генетических ма-
нипуляций. В качестве метода проверки восста-
новления светочувствительности сетчатки после
протезирования по-прежнему используется такой
подход, как регистрация электроретинограммы in
vivo (на интактном наркотизированном животном)
[11, 12], позволяющий проследить функциональ-
ные изменения зрительной функции на одном жи-
вотном на длительном отрезке времени. В качестве
ex vivo подхода к оценке светочувствительности
сетчатки в последние годы доминирующее поло-
жение занимает многоканальная регистрация ак-
тивности ганглиозных клеток при помощи мульти-
электродной матрицы (MEA, multielectrode array)
[13–15]. При этом подходе изолированная сетчатка
наслаивается ганглиозными клетками на матрицу,
содержащую до 100 электродов, каждый из кото-
рых в сочетании со специальным программным
обеспечением способен регистрировать актив-
ность одной или нескольких ганглиозных клеток.
Ганглиозные клетки в отличие от фоторецепторов
и биполярных клеток являются истинными нейро-
нами и кодируют сигнал, поступающий по волок-
нам зрительного нерва в мозг, посредством изме-
нения частоты генерации спайков (потенциалов
действия). В здоровой сетчатке сигнал передается и
обрабатывается в направлении от фоторецепторов
к биполярным и от биполярных к ганглиозным
клеткам, и регистрация ответов последних поз-
воляет анализировать сигналы непосредственно
перед их поступлением в мозг [16]. Поэтому при-
менение MEA является одним из самых инфор-
мативных и адекватных способов оценки функци-

онального состояния сетчатки и той информации,
которую она способна передать в центральную
нервную систему. В настоящем обзоре при описа-
нии функциональных последствий применения
протезирующих технологий мы будем описывать
результаты MEA-анализа, если не оговорено иное.

Вирусы или наночастицы?

Традиционным инструментом доставки проте-
зирующего генетического материала в нейроны
сетчатки являются векторы на основе аденоассо-
циированных вирусов (AAV, см. обзор [17]). Этот
тип носителей давно и широко используется для
генетической терапии различных заболеваний и в
составе противовирусных вакцин как эффектив-
ное и безопасное средство доставки. Основной
проблемой при использовании AAV для целей
оптогенетического протезирования сетчатки явля-
ются небольшая емкость вирусного капсида (до
4.7 тыс. п.о.) и его низкая тропность к нейронам
сетчатки. Недостаточная емкость капсида не поз-
воляет поместить в него минимально необходимый
набор генетических элементов, включающий силь-
ный промотор из гена, специфически экспресси-
рующегося в интересующих клетках сетчатки, и
последовательность, кодирующую протезирую-
щий светочувствительный белок. Этот недостаток
является неустранимым, поэтому при использова-
нии AAV в качестве носителя обычно используют
различные компактные производные от исходной
промоторной последовательности, включающие
ограниченное количество регуляторных участков
(для примеров см. [18–20]).

Существенно различается тропность серотипов
AAV (с 1 по 9) к клеткам сетчатки, а также их спо-
собность преодолевать пограничные мембраны,
расположенные со стороны ганглиозных и фоторе-
цепторных клеток [17]. При субретинальном введе-
нии (в пространство между сетчаткой и пигмент-
ным эпителием) серотипы AAV1 и 4 в первую оче-
редь трансдуцируют клетки эпителия и имеют
низкое сродство к нейронам сетчатки [21, 22].
AAV2, 5 и 7 трансдуцируют эпителиальные и фото-
рецепторные клетки, а AAV8 и 9 также заражают
Мюллеровскую глию [21, 22]. Однако при интра-
витреальном введении (в стекловидное тело) толь-
ко серотип AAV2 способен эффективно преодоле-
вать пограничную мембрану и трансдуцировать
внутренние слои сетчатки (преимущественно ган-
глиозные клетки) [21, 22]. Направленная эволюция
AAV в лабораторных условиях позволила получить
модифицированные серотипы AAV2, обладающие
повышенным сродством к нейронам сетчатки и бо-
лее эффективно трансдуцирующие клетки проме-
жуточных слоев, в том числе биполярные [23]. Так,
показано, что множественные замены тирозина на
фенилаланин в капсидных белках AAV2 приводят к
повышению эффективности трансдукции, предпо-
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ложительно, за счет снижения протеасомной де-
градации вирусов клетками [24].

Альтернативой вирусной доставке протезирую-
щего материала в клетки сетчатки являются синте-
тические наночастицы различной природы, связы-
вающиеся с молекулами ДНК (для обзора см. [25,
26]. Синтетические векторы имеют преимущество
по сравнению с вирусными, т.к. они обладают су-
щественно большей емкостью и способны перено-
сить плазмиды, содержащие несколько генов инте-
реса, либо обогащенные регуляторными последо-
вательностями. Несмотря на то, что наночастицы в
отличие от вирусов не способны к реализации спе-
цифических механизмов проникновения в клетку
и доставки генетического материала в ядро, за по-
следние годы исследователи научились модифици-
ровать строение частиц с целью оптимизации ме-
ханизмов их взаимодействия с клетками [27–29].

Биполярные или ганглиозные клетки?

Экспериментально подтверждено, что и бипо-
лярные, и ганглиозные клетки у модельных живот-
ных с дегенерацией фоторецепторов могут успеш-
но быть использованы как мишень для оптогене-
тического протезирования (см. обзоры [6, 30]).
Кроме того, клинические испытания показали, что
ганглиозные клетки могут быть использованы для
целей протезирования у человека [31]. Выбор кле-
ток-мишеней, которым будет искусственно прида-
ваться светочувствительность, является важней-
шим этапом общей стратегии протезирования. Ос-
новными параметрами, определяющими данный
выбор, являются доступность того или иного кле-
точного типа для вирусной трансфекции, его со-
хранность в ходе развития дегенеративных процес-
сов в сетчатке и степень искажения естественного
пути распространения зрительной информации.
В здоровой сетчатке фоторецепторы генерируют
в ответ на включение света тонический ответ, ги-
перполяризующий клетку. Этот сигнал через глу-
таматный синапс суммируется с ответами других
фоторецепторов и передается на ON или OFF би-
полярную клетку, вызывая ее тоническую деполя-
ризацию или гиперполяризацию соответственно.
На последнем этапе ответы нескольких биполяр-
ных клеток суммируются и передаются как напря-
мую, так и через амакриновые клетки, на ганглиоз-
ную клетку, которая реагирует на входной сигнал
увеличением частоты спайков. В дегенерировав-
шей сетчатке из трехзвенной цепочки генерации и
прохождения сигнала рецепции светового стимула
(фоторецепторы → биполярные клетки → гангли-
озные клетки) выпадают фоторецепторы, оставляя
таким образом возможность для создания как двух-
звенной цепочки со светочувствительными бипо-
лярными клетками, так и однозвенной со свето-
чувствительными ганглиозными клетками.

Развитие патологических дегенеративных про-
цессов в сетчатке проходит в несколько этапов
(см. обзоры [32, 33]. На ранних стадиях генетиче-
ски детерминированные сбои в работе внутрикле-
точных механизмов в фоторецепторах запускают
каскад событий, приводящих к их гибели. На этом
этапе происходит также смещение функциональ-
ных характеристик биполярных клеток с ON на
OFF за счет изменений в профиле экспрессии глу-
таматных рецепторов в их дендритных окончаниях
[34]. Дальнейшие патологические процессы вклю-
чают в себя фагоцитоз остатков фоторецепторов и
деафферентацию биполярных клеток из-за исчез-
новения глутаматной передачи со стороны фоторе-
цепторов и последующей ретракции их дендритов.
Из-за этого функциональная аберрация биполяр-
ных клеток прогрессирует, что выражается в усиле-
нии экспрессии ионотропных глутаматных рецеп-
торов в дендритах колбочковых ON-биполярных
клеток и нарушениях в работе метаботропных ре-
цепторов [35].

В переходном периоде, когда палочки уже пол-
ностью дегенерировали, а колбочки еще сохраня-
ются, дендриты биполярных клеток могут разрас-
таться в поисках сохранившихся фоторецепторов
для подключения к их синаптическим терминалям.
На последней стадии топологическое ремоделиро-
вание сетчатки усиливается, происходит активная
миграция выживших клеток в аномальные для их
типа локации и уплотнение пограничной мембра-
ны, образованной Мюллеровскими клетками, что
создает серьезный барьер на пути возможного по-
ступления терапевтических или протезирующих
агентов. Отдельные биполярные и амакриновые
клетки могут мигрировать в слой ганглиозных кле-
ток и наоборот, ганглиозные клетки могут прони-
кать во внутренний ядерный слой [32]. Наблюдае-
мые структурные сдвиги сопровождаются также
изменениями транскриптомного репертуара бел-
ков, связанных с межклеточной коммуникацией,
таких, как аннексин A7 и контактин 1. Показано,
что уровни транскрипции обоих белков у мышей с
фенотипом rd1 на 90-й день постнатального раз-
вития достоверно снижаются [36]. При этом тран-
скриптомные профили, относящиеся к внутрикле-
точному сигналингу и базовым метаболическим
процессам, у биполярных клеток меняются незна-
чительно, что позволяет им сохранять статус пер-
спективных мишеней для протезирования.

Еще одним важным и негативным следствием
функциональной и топологической перестройки
сетчатки является возникновение у большинства
переживающих нейронов спонтанной ритмиче-
ской активности [37, 38]. Эта активность создает
шумовой фон и затрудняет различение полезного
сигнала, снижая тем самым чувствительность зри-
тельной системы. Считается, что первичной при-
чиной этой активности является деафферентация
нейронов внутреннего ядерного слоя, а непосред-
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ственным механизмом – аномальные флуктуации
мембранного потенциала AII амакриновых клеток
[39, 40]. AII амакриновые клетки синфазно через
ON-биполярные и антифазно через знак-инверти-
рующий синапс с OFF-биполярными клетками
возбуждают периодическую активность соответ-
ственно в ON и OFF ганглиозных клетках, что при-
водит к появлению относительно медленно рас-
пространяющихся волн спонтанной активности в
сети ганглиозных клеток. Эта активность проявля-
ется как генерация спайковых пачек с частотой
около 10 Гц [41]. Фармакологическое разобщение
коммуникации AII амакриновых и ON-биполяр-
ных клеток через щелевые контакты приводит к су-
щественному уменьшению спонтанной активно-
сти ганглиозных клеток и улучшению отношения
сигнал/шум [42].

Следует отметить, что протезирование оптоге-
нетическими средствами биполярных, но не ган-
глиозных клеток оставляет отчасти функциониру-
ющей систему обработки сигнала с участием амак-
риновых клеток. Кроме того, ганглиозные клетки
сами делятся на более чем 40 различных функци-
ональных типов, по-разному взаимодействую-
щих и обрабатывающих поступающую информа-
цию [43, 44]. Их протезирование же преобразует
все эти функциональные типы в единообразные
детекторы света, существенно нарушая тем са-
мым естественную схему обработки зрительной
информации до ее поступления в мозг. Все вы-
шеизложенное указывает на то, что протезирова-
ние биполярных клеток воссоздает схему обработ-
ки зрительной информации, более приближенную
к естественной ситуации, чем протезирование ган-
глиозных клеток.

Эффективность доставки протезирующих
трансгенов к клеткам того или иного типа во мно-
гом определяется выбором способа доставки ви-
русных конструктов к сетчатке: интравитреально
или субретинально. Именно интравитреальная
инъекция предпочтительна для доставки трансге-
нов во внутренние нейроны сетчатки, т.е. гангли-
озные и биполярные клетки, в то время как субре-
тинальные введения применяют для трансдукции
фоторецепторов и клеток пигментного эпителия
(например, в рамках генной терапии, см. обзор
[45]). Задача массовой трансдукции ганглиозных
клеток относительно проста, ввиду их максималь-
ной близости к стекловидному телу и, соответ-
ственно, месту введения вектора. Биполярные
клетки занимают наиболее труднодоступное по-
ложение в сетчатке, что делает их менее привле-
кательной мишенью для доставки трансгенов.
Однако появление в арсенале исследователей мо-
дифицированных серотипов AAV, обладающих по-
вышенной тропностью к нейронам сетчатки и, как
следствие, более эффективно проникающим в глу-
бокие клеточные слои, позволило решить эту про-
блему [23, 46].

Попытки создания селективных компактных
промоторов, предназначенных для целевой экс-
прессии трансгенов в ON биполярных клетках,
предпринимаются исследователями с 2008 г. [47], и
обычно берут за основу полноразмерные промото-
ры генов, кодирующих специфические для данно-
го клеточного типа белки. Несмотря на то что пер-
вые разработки в этой области не могли обеспечить
достаточного уровня селективности, зачастую до-
пуская экспрессию светочувствительных белков в
амакриновых или ганглиозных клетках [48], к на-
стоящему времени можно выделить как минимум
3 конструкта, обеспечивающих высокоселектив-
ное оптопротезирование ON-биполярных клеток
на основе генов Grm6 [49–51] и Pcp2 [49–51]. Соче-
тание оптимизированных серотипов AAV и селек-
тивных, мощных и компактных промоторов позво-
ляет получать экспрессию в 70% от всех биполяр-
ных клеток сетчатки [13, 14], при этом доля
трансдуцированных клеток оказывается суще-
ственно выше у палочковых биполярных клеток,
чем у колбочковых. Доля нецелевой экспрессии
трансгена составляет около 16% и приходится на
OFF биполярные клетки [14].

Дополнительным подтверждением перспектив-
ности технологии протезирования биполярных
клеток являются многочисленные данные о без-
опасности этого подхода. Показано, что у мышей
линии rd1 экспрессия каналородопсина [52, 53] и
родопсина [53] с использованием AAV не вызывала
апоптоза и воспаления, как локального, так и си-
стемного. С другой стороны, повреждений или
воспалительных процессов в сетчатке макак также
не было обнаружено спустя 3 меc после селектив-
ной экспрессии модифицированного каналоро-
допсина в ганглиозных клетках [54].

Зрительные опсины или каналородопсины?

В настоящее время в сетчатке млекопитающих
выявлено более десяти типов биполярных клеток,
которые по типу иннервируемых клеток делятся на
палочковые и колбочковые, а по типу обработки
полученного сигнала – на OFF (знак-сохраняю-
щие) и ON (знак-инвертирующие) биполярные
клетки (для обзора см. [55]). Успешная технология
протезирования должна включать в себя экзоген-
ный светочувствительный белок, позволяющий
воспроизводить знак изменения потенциала бипо-
лярной клетки в ответ на освещение, и возмож-
ность селективной и эффективной экспрессии это-
го белка в правильном типе клеток. Созданные к
настоящему времени технологии позволяют проте-
зировать ON биполярные клетки за счет их транс-
фекции ионотропными или метаботропными све-
точувствительными белками. Эти белки в ответ на
освещение вызывают изменение мембранного по-
тенциала клетки, воспроизводя таким образом ло-
гику нормальной работы цепи прохождения сигна-
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ла в сетчатке, что доказывается успешными попыт-
ками протезирования зрительной функции у
модельных животных [14, 56, 57]. До сих пор не бы-
ло известно попыток направленного протезирова-
ния OFF биполярных клеток, ни по отдельности,
ни одновременно с протезированием ON биполяр-
ных клеток, хотя оптогенетические инструменты,
позволяющие гиперполяризовать клетку (анион-
ные каналы) в ответ на освещение, существуют и
успешно применяются при решении других опто-
генетических задач [58]. Попытки же протезирова-
ния каналородопсинами и зрительными опсинами
ON биполярных клеток сетчатки модельных жи-
вотных с дегенерацией фоторецепторов предпри-
нимаются уже давно и успешно приводят к появле-
нию светочувствительности, что подтверждается
результатами различных функциональных тестов
(для обзора см. [59]).

При выборе стратегии протезирования одним
из определяющих факторов эффективности явля-
ется выбор типа протезирующего экзогенного све-
точувствительного белка. Исторически первые
успешные эксперименты по оптогенетическому
протезированию сетчатки модельных животных
были выполнены с использованием каналородоп-
сина [60], и впоследствии этот белок и его модифи-
кации были многократно и успешно применены
для протезирования сетчатки [13, 14, 54, 61]. Моди-
фицированный каналородопсин ChrimsonR со
сдвинутым в длинноволновую область спектром
поглощения был успешно использован для про-
тезирования ганглиозных клеток сетчатки чело-
века [31]. Большим преимуществом использова-
ния каналородопсина является относительная
автономность этого подхода, при котором эф-
фект протезирования зависит только от экспрес-
сии одного экзогенного белка. Альтернативой
каналородопсину как инструменту протезирова-
ния сетчатки являются светочувствительные ме-
таботропные рецепторы, например, зрительные
опсины или меланопсин. В таком случае предпо-
лагается, что экзогенный рецептор встраивается
в собственную сигнальную систему протезируе-
мой клетки. В качестве подходящей для встраи-
вания рецептора системы чаще всего рассматри-
ваются постсинаптический сигнальный каскад
ON биполярных клеток, запускаемая метаботроп-
ным глутаматергическим рецептором mGluR6 и
регулирующий проводимость TRPM1 каналов (см.
обзор [62]). Метаботропный светочувствительный
рецептор может быть использован в немодифици-
рованном виде (палочковый родопсин [63, 64];
колбочковый человеческий опсин [46]; меланопсин
[65, 66]), или молекула может быть модифицирова-
на с целью лучшей адаптации к эндогенному сиг-
нальному каскаду. В последнем случае может быть
использован химерный рецепторный белок, в кото-
ром нативный внутриклеточный домен, ответ-
ственный за взаимодействие с сигнальными G-бел-

ками, заменен на домен эндогенного рецептора
mGluR6 [56, 67].

При протезировании биполярных клеток тем
или иным типом белков результат может суще-
ственно отличаться по итоговой чувствительности
сетчатки к свету. При введении в одной и той же
концентрации вирусного вектора, несущего анало-
гичные генетические конструкты, чувствитель-
ность ON биполярных клеток, протезируемых ка-
налородопсином, была на 2.5 порядка ниже, чем
при протезировании метаботропным рецептором –
родопсином крысы [63]. Похожее соотношение
чувствительностей следует и из других работ, в ко-
торых биполярные клетки протезировались кана-
лородопсинами [13, 61] и демонстрировали поро-
говую чувствительность в диапазоне 1013–1015 фо-
тонов/см2/с, или метаботропными опсинами
[42, 51, 64] с чувствительностью 1011–1012 фото-
нов/см2/с (см. обобщающую схему на рис. 1).
Объяснение такого различия вероятнее всего за-
ключается в уровне деполяризации биполярной
клетки в пересчете на один поглощенный квант
света. Поглощение одного кванта молекулой ка-
налородопсина приводит к открытию одного ка-
нала – самого каналородопсина, в то время как ак-
тивация одним квантом молекулы метаботропного
рецептора запускает каскад внутриклеточной
трансдукции, приводящий к открытию многих
мембранных катионных каналов. Соответственно,
во втором случае происходит больший сдвиг мем-
бранного потенциала, что означает большую чув-
ствительность протезируемой клетки к свету.

Протезирование биполярных клеток метабо-
тропными опсинами приводит к возникновению
светочувствительности, охватывающей до 5 поряд-
ков интенсивности, в то время как применение ка-
налородопсинов позволяет создать динамический
диапазон только в 2 порядка интенсивности [42,
63]. Это происходит в частности из-за большей
крутизны функции реакции клеток на свет от ин-
тенсивности стимула при протезировании канало-
родопсином, нежели при использовании метабо-
тропного рецептора [51]. При этом протезирование
биполярных клеток метаботропными опсинами
создает динамический диапазон чувствительности
на уровне отдельных ганглиозных клеток не более
4 порядков интенсивности световой стимуляции.
Дополнительный порядок регулировки чувстви-
тельности к свету достигается за счет наложения и
не полного совпадения чувствительностей многих
различных ганглиозных клеток [42].

Форма ответа протезированной сетчатки на сти-
муляцию ступенькой света ожидаемо отличается от
ответа здоровой сетчатки. Ответ на уровне гангли-
озных клеток при протезировании ON биполярных
клеток родопсином показывает замедленную по
сравнению со здоровой сетчаткой кинетику ответа
(большее время до пика и более медленное выклю-
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чение ответа). В то же время ответ демонстрирует
признаки световой адаптации в искусственном
каскаде фототрансдукции, что выражается в уско-
рении ответа при повышении интенсивности сти-
мула, характерном и для здоровой сетчатки [63].
Также следует отметить, что некоторые ганглиоз-
ные клетки (около 7% от общего числа) отвечали
на стимуляцию не увеличением, а уменьшением
спайковой активности, что говорит о частичном
восстановлении OFF-путей в обработке зритель-
ного сигнала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем обзоре мы постарались описать от-
носительно недавние достижения в создании тех-
нологии оптогенетического протезирования сет-
чатки, подвергшейся нейродегенерации. Получе-
ны новые подтверждения того, что использование

в качестве вектора трансдукции аденоассоцииро-
ванного вируса, а также индукция экспрессии в
клетках сетчатки родопсинов или каналородопси-
нов безопасны как для сетчатки [52, 53, 74], так и
для организма в целом [52]. Кроме того, у живот-
ных моделей индукция экспрессии родопсинов и
каналородопсинов является стабильной на протя-
жении многих месяцев [13, 52, 74], что позволяет
надеяться на стабильный эффект экспрессии про-
тезирующих белков у человека в случае введения
этого метода в клиническую практику.

К настоящему времени создан и апробирован на
животных с дегенерацией фоторецепторов эффек-
тивный инструментарий доставки генетического
материала в сохраняющиеся клетки сетчатки. Со-
четание определенных серотипов AAV с новейши-
ми компактными промоторами позволяет достичь
высокой селективности и эффективности транс-
дукции выбранного для протезирования типа кле-

Рис. 1. Сводная схема значений пороговой чувствительности дегенерировавшей сетчатки после оптогенетического про-
тезирования по данным из различных исследований. Данные (минимальная интенсивность светового стимула, вызыва-
ющего ответ сетчатки) сгруппированы в зависимости от того, какой тип клеток подвергся протезированию (биполярные
или ганглиозные), и каким типом светочувствительного белка (каналородопсин или зрительный опсин). Литературные
источники: ганглиозные клетки, протезирование каналородопсинами (RGC, ChR) – [14, 54, 68–70]; ганглиозные клетки,
протезирование зрительными опсинами (RGC, Vis.Ops) – [66, 71]; биполярные клетки, протезирование каналородопси-
нами (BC, ChR) – [13, 14, 52, 63, 72, 73]; биполярные клетки, протезирование зрительными опсинами (BC, Vis.Ops) – [51,
56, 63, 64]. Сокращения: ChR – каналородопсин, CatCh/CoChR/ReaCHR – модифицированные каналородопсины,
Rho – родопсин палочек, MW-Opn – зеленочувствительный опсин колбочек, Mln – меланопсин.
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ток сетчатки модельных животных (грызунов [50,
51], собак [74, 75], приматов [54, 76], обзор в [77]).
Прямой перенос такого сочетания серотипа AAV и
промотора для технологии протезирования сетчат-
ки человека скорее всего невозможен, и для высо-
коспецифичной и эффективной доставки генети-
ческого материала в клетки человека потребуются
разработка и последующая валидация соответству-
ющих видоспецифичных промоторов (см. [18]).

Сегодня представляется неочевидным однознач-
ный выбор в сторону протезирования биполярных
или ганглиозных клеток, а также выбор каналоро-
допсинов или родопсинов в качестве протезирующе-
го материала. Протезирование биполярных клеток
воссоздает более естественный путь прохождения
зрительного сигнала в сетчатке, и, скорее всего, зри-
тельная система будет легче адаптироваться к такому
варианту протезирования. С другой стороны,
проксимальное расположение ганглиозных клеток
делает их доступнее для вирусных векторов, не-
смотря на последние достижения по созданию се-
ротипов, проникающих в глубокие слои сетчатки.
Прямые измерения подтверждают, что протезиро-
вание каналородопсином ганглиозных клеток поз-
воляет получить существенно более высокую чув-
ствительность, чем при протезировании каналоро-
допсином биполярных клеток [14].

Во всех работах по протезированию биполяр-
ных клеток каналородопсином порог чувствитель-
ности сетчатки к свету составляет не менее 1013 фо-
тонов/см2/с, в том числе при использовании совре-
менных модифицированных форм этого белка с
увеличенной проводимостью и замедленным вы-
ключением канала [14, 78]. Низкая чувствитель-
ность приводит к необходимости постоянного ис-
пользования высоких уровней освещенности, что
может привести к светоиндуцированному повре-
ждению сетчатки. Использование метаботропных
опсинов во всех случаях позволяет создать чувстви-
тельность к свету примерно на 2 порядка выше, чем
использование каналородопсинов, и таким обра-
зом снизить световую нагрузку на сетчатку [51, 63].
Кроме того, показано, что в ON биполярных клет-
ках искусственный трансдукционный каскад на
основе родопсина способен к адаптации к уровню
освещенности. Оба этих обстоятельства позволяют
предположить, что будущие перспективные ин-
струменты протезирования должны разрабаты-
ваться на основе метаботропных светочувствитель-
ных рецепторов.
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Optoprosthetics of Retinal Bipolar Cells
A. Yu. Rotova and M. L. Firsova,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, Saint-Petersburg, Russia
#e-mail: Michael.Firsov@gmail.com

Although the experience of optogenetic retinal prosthetics in animal models dates back more than 16 years, the
first results obtained on humans have only appeared in the last year. Over this period, the main challenges of
prosthetics became clear and the approaches to their solution were proposed. In this review, we aim to present
the achievements in the field of optogenetic prosthetics of bipolar cells, focusing mainly on relatively recent pub-
lications. The review addresses the advantages and disadvantages of bipolar cell prosthetics as compared to the
alternative target, retinal ganglion cells, and provides a comparative analysis of the effectiveness of ionotropic
light-sensitive proteins, channelrhodopsins, or metabotropic receptors, rhodopsins, as prosthetic tools.

Keywords: retina, optogenetics, channelrhodopsin, rhodopsin, prosthetics, bipolar cells, neurodegenerative
diseases
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