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Оптогенетическое протезирование представляет собой подход, направленный на
возвращение зрительной функции при дегенеративных заболеваниях сетчатки.
Оно заключается в доставке генов, кодирующих светочувствительные белки, в
клетки сетчатки, пережившие дегенерацию, в первую очередь биполярные и
ганглиозные. В результате они превращаются в “псевдофоторецепторы” и могут
взять на себя функцию утерянных палочек и колбочек. Ключевым элементом в
процессе оптогенетического протезирования является вектор, доставляющий
экзогенную ДНК в ядро клетки. Существует две основные категории векторов:
вирусные и синтетические. Последние включают в себя наночастицы на основе
различных полимеров, липидов и инертных металлов. Ранее считалось, что ви-
русы трансфицируют живые клетки более эффективно, чем синтетические ча-
стицы за счет специализированных механизмов доставки переносимого генети-
ческого материала. Однако к настоящему времени разработаны наночастицы,
способные эффективно проникать через тканевые барьеры, захватываться клет-
ками и успешно доставлять в ядро молекулы нуклеиновых кислот. В рамках на-
стоящего обзора описаны современные подходы к разработке наноносителей и
сформулированы основные требования к их физико-химическим свойствам,
обеспечивающим наиболее эффективную доставку генетического материала
сквозь барьерные структуры глаза в биполярные и ганглиозные клетки. По ре-
зультатам анализа актуальных данных литературы отобраны несколько типов на-
ночастиц, наиболее перспективных для использования в рамках оптогенетиче-
ского протезирования сетчатки.
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Оптогенетика – это подход, позволяющий регулировать физиологическую ак-
тивность генетически модифицированных клеток с помощью световой стимуля-
ции. Для ее реализации в клетки необходимо доставить экзогенную ДНК, кодиру-
ющую светочувствительный белок – ионный канал (бактериальные опсины) или
метаботропный рецептор (опсины животных). Под воздействием света с опреде-
ленными спектральными характеристиками у нейронов, экспрессирующих такие
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белки, будет происходить гиперполяризация или деполяризация мембраны [1].
Изначально оптогенетика применялась как инструмент для фундаментальных ис-
следований нейронной активности, поскольку она позволяет с высокой точностью
и селективностью контролировать работу отдельных клеток и их популяций. Свою
основную прикладную значимость этот подход приобрел в рамках терапии дегене-
ративных заболеваний сетчатки, таких как возрастная макулодистрофия или пиг-
ментный ретинит. В ходе их развития происходит гибель фоторецепторных клеток
сетчатки – палочек и колбочек – либо в области желтого пятна (макулы), либо на-
чиная с периферии [2]. Зачастую другие типы нейронов сетчатки (горизонтальные,
биполярные, амакриновые и ганглиозные) сохраняются в течение длительного
времени, однако в отсутствие фоторецепторов, преобразующих энергию света в
электрический сигнал, теряется первое и основное звено в цепи световосприятия.
Оптогенетика позволяет “протезировать” зрение, то есть наделять изначально не
способные к фоторецепции клетки сетчатки светочувствительностью, превратив
их в “псевдофоторецепторы”. Наиболее перспективными мишенями для оптоге-
нетического протезирования являются биполярные и ганглиозные клетки, а также
сохранившиеся сегменты фоторецепторов, поскольку именно через них нервный
импульс напрямую передается к мозгу [3].

Доставка ДНК, кодирующей светочувствительные белки, в клетки сетчатки
происходит с помощью специальных носителей – векторов. Методы доставки без
участия векторов, такие как прямая инъекция ДНК и электропорация, либо не
позволяют трансфицировать клетки сетчатки, либо имеют крайне низкую эффек-
тивность. Существует две основные категории носителей для доставки генов: ви-
русные и синтетические векторы. Вирусные векторы конструируются на основе
лентивирусов, вируса бешенства, аденовирусов и, чаще всего, на основе аденоас-
социированных вирусов. Невирусные векторы включают разнообразные частицы
субмикронного размера, связывающиеся с молекулами ДНК. В качестве их основы
могут выступать полимеры, липиды и металлические нанокристаллы [4]. Традици-
онно считается, что наночастицы трансфицируют живые клетки гораздо менее эф-
фективно, чем вирусы, поскольку у них отсутствуют специальные механизмы про-
никновения в клетку и доставки генетического материала в ядро. Однако за по-
следние годы понимание механизмов взаимодействия частиц с тканями глаза и с
отдельными клетками значительно углубилось, и исследователи научились решать
задачу по доставке генов за счет оптимизации физико-химических свойств отдель-
ных компонентов и носителя в целом.

Синтетические векторы обладают рядом преимуществ по сравнению с вируса-
ми, их синтез существенно проще и относительно дешев, они обладают большей
емкостью, особенно в сравнении с аденоассоциированным вирусом, который спо-
собен переносить фрагменты ДНК длиной не более 5 тыс. п.о., включая не только
ген интереса, но и регуляторные последовательности, необходимые для экспрес-
сии [5]. Наночастицы способны переносить полноценные плазмиды длиной до
20 тыс. п.о., что позволяет включать в последовательность дополнительные эле-
менты, усиливающие экспрессию и ускоряющие транспорт плазмиды в ядро [4].
Несмотря на то, что глаз является иммунопривилегированным органом, введение в
него вирусных векторов неизбежно вызывает иммунный ответ и синтез антител,
блокирующих активность вирусов при повторных инъекциях [6]. В результате к
настоящему времени синтетические наночастицы представляют собой широко
распространенный и эффективный инструмент для трансфекции клеток сетчатки.
Для более детального рассмотрения вопросов в этой области мы рекомендуем об-
ратиться к недавним обзорным статьям [7, 8].

Следует отметить, что область применения синтетических наночастиц в достав-
ке генетического материала в клетки сетчатки в настоящее время почти полностью
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сводится к генной терапии фоторецепторов и клеток пигментного эпителия. На жи-
вотных моделях отрабатывают множество подходов по введению здоровой копии ге-
на, чья экспрессия нарушена, или малых РНК, блокирующих экспрессию патологи-
ческого продукта, но имеются лишь единичные работы, в которых наночастицы
применяются для модификации других клеток сетчатки путем придания им свето-
чувствительности. Целью данного обзора является анализ современных разработок в
области синтетических носителей ДНК и оценка возможности их применения для
оптогенетического протезирования биполярных и ганглиозных клеток сетчатки. В
заключении будет сделан вывод о том, могут ли наночастицы конкурировать с виру-
сами за роль средства доставки в рамках этой специфической терапии.

ДОСТАВКА ЧАСТИЦ К СЕТЧАТКЕ

При доставке наночастиц следует учитывать, что сетчатка всех позвоночных ин-
вертирована. Это означает, что первыми на пути распространения света – и ближе
всего к заполняющему большую часть объема глаза стекловидному телу – оказыва-
ются ганглиозные клетки. Затем свет проходит через слой внутренних нейронов
(амакриновых, биполярных и горизонтальных клеток) и в итоге попадает на на-
ружный слой фоторецепторов, обращенных к пигментному эпителию и сосуди-
стой оболочке глаза. Доставка материала к клеткам сетчатки может достигаться
разными путями. При системном введении на пути вводимых частиц встает гема-
торетинальный барьер, образованный плотными контактами между клетками эн-
дотелия сосудов сетчатки и клетками пигментного эпителия [9]. Аналогичные
трудности возникают при доставке наночастиц с помощью глазных капель – в
этом случае барьером выступает роговица глаза. И хотя некоторым типам частиц
удается преодолеть данные барьеры и достичь сетчатки, очевидно, что более пред-
почтительным для данной цели является введение носителя непосредственно
внутрь глаза. В настоящее время для введения как вирусных, так и невирусных век-
торов применяют главным образом интравитреальные и трансретинальные инъек-
ции. Трансретинальное введение представляет собой сложную офтальмологиче-
скую операцию, проводимую глазным хирургом, в ходе которой проводится удале-
ние части стекловидного тела (витрэктомия), затем в субретинальное (между
сетчаткой и пигментным эпителием) пространство целевой области сетчатки вво-
дится тонкая игла и выполняется инфузия небольшого объема изотонического со-
левого раствора. Вследствие этого под сетчаткой образуется пузырек, в который за-
тем и вводится вектор через то же микроотверстие в сетчатке [10, 11]. Такой способ
введения сопряжен со значительными сложностями и рисками, среди которых об-
щие осложнения после витрэктомии, последующее истончение наружного ядерного
слоя сетчатки, а также осложнения от общего наркоза. Дегенерирующая сетчатка, в
которую требуется доставлять вещества при оптогенетическом протезировании,
становится очень хрупкой, и прокол сетчатки иглой может в дальнейшем приво-
дить к более крупным разрывам. Кроме того, процедура субретинального введения
очень сложна технически и требует участия высококвалифицированных специали-
стов и применения специализированного оборудования.

Интравитреальные инъекции являются более простым и доступным способом
доставки целевых веществ к сетчатке. Процедура проводится под местной анесте-
зией, часто в амбулаторных условиях, и материал вводится непосредственно в по-
лость стекловидного тела. В этом случае сетчатка не отслаивается от пигментного
эпителия, а доставляемый материал подходит к сетчатке со стороны внутренних
слоев, встречая на своем пути сначала ганглиозные, а затем биполярные клетки,
которые и являются основными мишенями при оптогенетическом протезирова-
нии. Интравитреальный способ введения широко применяется для доставки тера-
певтических агентов, подавляющих эндотелиальные факторы роста, антибиотиков
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и глюкокортикоидов, а также вирусных векторов [12, 13]. При оценке способности
вирусных или невирусных векторов достигать клеток сетчатки важно учитывать
свойства барьеров, через которые им предстоит пройти на пути из стекловидного
тела к ганглиозным и биполярным клеткам. Первым этапом прохождения частиц
после интравитреальной инъекции является перемещение в самом стекловидном
теле. Так, в работе Xu с соавт. [14] исследовалась способность частиц из полистиро-
ла проходить через эту структуру в зависимости от их размера и заряда поверхност-
ных функциональных групп. Было показано, что частицы диаметром более 500 нм
имеют весьма ограниченную подвижность, а среди более мелких частиц преиму-
ществом при перемещении обладают нейтрально и отрицательно заряженные, по-
скольку они не связываются с отрицательно заряженными остатками гликозами-
ногликанов, образующих матрикс стекловидного тела.

Основной барьер на пути наночастиц – это внутренняя пограничная мембрана
(ВПМ), выстилающая сетчатку с внутренней стороны и прилегающая к кортексу
стекловидного тела. ВПМ – это базальная мембрана, которая представляет собой
слои внеклеточного матрикса, состоящего из высокомолекулярных белков, среди
которых ламинин, коллаген IV типа, нидоген-/энтактин-1 и -2, а также протеогли-
канов – перлекана, агрина и коллагена VIII типа [15]. Протеогликаны обладают
высокой степенью гликозилирования, и боковые цепи образующих их гликозами-
ногликанов обусловливают высокий отрицательный заряд мембраны [16]. По-ви-
димому, эту особенность следует принимать во внимание при разработке невирус-
ных векторов для доставки в сетчатку со стороны стекловидного тела, поскольку
нейтральный или отрицательный заряд не позволит частицам связаться с мембра-
ной для дальнейшего преодоления, а слишком высокий положительный – полно-
стью иммобилизует их в ее толще.

К настоящему времени нет исчерпывающих данных о том, каков предельный
размер частиц, проникновение которых возможно через ВПМ. Имеются данные о
том, что ряд моноклональных антител, белков и пептидов массой до 150 кДа спо-
собны проникать через нее [17]. Также было показано, что для вирусных векторов
ВПМ является как физическим, так и биологическим барьером. Гепарансульфат,
который является компонентом входящих в состав данной мембраны протеоглика-
нов, связывается с аденоассоциированными вирусами 2-го и 3-го серотипа, что
позволяет им накапливаться на поверхности между стекловидным телом и сетчат-
кой – именно это делает возможной трансдукцию сетчатки этими вирусами, в
отличие от других серотипов [18, 19]. Хотя такой специфический механизм взаи-
модействия вирусов с ВПМ не должен иметь значения для проникновения неви-
русных векторов, однако этот пример показывает, что свойства отдельных ком-
понентов данной мембраны могут оказывать существенное влияние на прохож-
дение через нее наночастиц.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ НАНОЧАСТИЦ С КЛЕТКАМИ

Захват клетками частиц из внеклеточной среды происходит за счет фагоцитоза
или эндоцитоза [20]. Реализация того или иного механизма связана как с физико-
химическими свойствами частиц – их размером, зарядом, формой, наличием спе-
цифических поверхностных групп, так и с типом захватывающей их клетки [21,
22]. Например, среди клеток сетчатки лишь пигментный эпителий и глиальные
(мюллеровские) клетки способны к фагоцитозу и выполняют, по сути, роль макро-
фагов, удаляя фрагменты наружных сегментов фоторецепторов или клеток в состо-
янии апоптоза [23, 24]. Эта особенность позволяет им успешно захватывать доста-
точно крупные объекты, такие как бактерии, дрожжи и даже водоросли (диаметр
1–8 мкм) [25]. Однако в возбудимых клетках сетчатки, представляющих основной
интерес в качестве мишеней для оптогенетического протезирования – фоторецеп-



1327ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ СИНТЕТИЧЕСКИХ НАНОЧАСТИЦ

торах, биполярных и ганглиозных клетках – основным путем входа частиц в клетку
является эндоцитоз, и они способны захватывать частицы диаметром до 250 нм
[26–29]. Ряд исследований показывает, что оптимальный размер частиц для их
наиболее быстрой и эффективной интернализации в клетку составляет около
50 нм [30, 31].

В зависимости от участвующих белков и липидов, а также морфологии образую-
щихся мембранных структур, выделяют несколько типов эндоцитоза (см. обзор
[20]). Основными являются эндоцитоз, опосредованный клатрином или кавеоли-
ном, но и другие клатрин/кавеолин-независимые механизмы также вносят вклад в
захват внеклеточных частиц. Кавеолин-зависимый эндоцитоз регулируется белка-
ми семейства кавеолинов, и в большинстве типов клеток за образование везикул в
первую очередь отвечает изоформа кавеолина-1. В сетчатке эта изоформа наиболее
активно экспрессируется в мюллеровских клетках, клетках сосудов и в пигментном
эпителии, а в фоторецепторах и других нейронах сетчатки обнаруживается лишь в
небольшом количестве [32]. Таким образом, маловероятно, что наночастицы,
предназначенные для трансдукции возбудимых клеток, будут захватываться по ка-
веолин-опосредованному типу. Клатрин-зависимый путь запускается либо при
взаимодействии частиц со специфическими рецепторами на поверхности клетки
(рецептор-опосредованный эндоцитоз), либо при возникновении ионных или ди-
поль-дипольных взаимодействий частиц с плазматической мембраной (рецептор-
независимый эндоцитоз) [33]. В обоих случаях образование везикул опосредуется
комплексами белка клатрина, которые образуются на внутриклеточной стороне
плазматической мембраны и совместно с рядом адаптерных белков образуют кор-
зинообразную структуру вокруг наночастицы. В итоге частица заключается в мем-
бранный пузырек (эндосому), который затем интернализуется во внутриклеточное
пространство.

Для того, чтобы наночастица с большей вероятностью была поглощена путем ре-
цептор-опосредованного эндоцитоза, ее поверхность можно конъюгировать с лиган-
дами мембранных рецепторов, такими как лактоферрин или фолат [34, 35]. Для этой
же цели наночастицы могут быть покрыты специфическими антителами, которые
связываются с рецепторами на клетке-мишени [36]. Немодифицированные наноча-
стицы, как правило, проникают в клетку путем рецептор-независимого эндоцитоза
за счет ионных взаимодействий между плазматической мембраной клетки и соб-
ственным поверхностным зарядом. Поскольку участки фосфолипидов, образующие
поверхность мембраны, имеют отрицательный заряд, то положительно заряженные
(катионные) частицы более эффективно подвергаются эндоцитозу по сравнению с
анионными или нейтральными [37, 38]. Однако поглощение большого количества
положительно заряженных частиц может приводить к нарушению целостности кле-
точной мембраны и вызывать токсический эффект или даже приводить к гибели
клетки [39, 40]. Следует также отметить, что отрицательно заряженные наночастицы
эффективнее проникают в клетку, чем нейтральные [41].

Захваченные в ходе клатрин-зависимого эндоцитоза частицы, как правило, раз-
рушаются по мере созревания эндосом и их слияния с лизосомами, под действием
гидролаз, функционирующих в кислой среде (pH 4.5–6). Поэтому при создании
наноносителей следует предусматривать способы, которыми частица сможет по-
кинуть эндосому (см. обзор [42]). Так, например, некоторые типы липидных и по-
лимерных наночастиц способны сливаться с мембраной эндосомы, высвобождая
свое содержимое в цитозоль [43, 44]. Наиболее распространенный механизм выхо-
да из эндосомы связан с разрушением ее мембраны за счет повышения внутренне-
го давления, и ранее предполагалось, что это явление связано с т.н. “эффектом
протонной губки”. Согласно этой гипотезе, входящие в состав ряда частиц поли-
меры с высокой буферной емкостью могут подавлять снижение pH в эндосоме, что
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вынуждает клетку продолжать закачку в нее протонов и, вместе с ними, хлорид-
анионов и молекул воды, повышая ее внутреннее давление [45]. Однако ряд экспе-
риментальных работ показал, что такая модель не всегда точно предсказывает по-
ведение частиц различного состава в клетке, это говорит о том, что если данный
эффект и существует, его роль в разрушении эндосомы не ведущая [46, 47]. В каче-
стве альтернативных путей рассматривается распад полимерных частиц на боль-
шое количество олигомеров, приводящий к скачку осмотического давления в эн-
досоме [48]; увеличение размеров частиц в условиях пониженного значения pH [49];
прямое разрушение мембраны эндосомы некоторыми полимерными компонента-
ми частицы [50]. Механизмы, лежащие в основе выхода из эндосомы, могут ока-
заться токсичными для клетки, если они будут воздействовать на ее плазматиче-
скую мембрану. Для того, чтобы этого избежать, следует использовать в составе на-
ночастиц полимеры, провоцирующие разрушение мембраны только в кислой
среде, типичной для созревающих эндосом и эндолизосом. Если наночастице уда-
ется высвободиться из эндолизосомы, то плазмидная ДНК оказывается в цитозоле.
Однако прежде чем сможет произойти экспрессия переносимого ею гена, ДНК
должна оказаться в ядре клетки. Поскольку нейроны сетчатки являются зрелыми
постмитотическими клетками, проникновение ДНК в ядро является критическим
этапом, который существенно влияет на эффективность экспрессии светочувстви-
тельного белка (см. обзор [51]). Исследования показали, что лишь короткие фраг-
менты ДНК (200–300 п.о.) способны самостоятельно проникать через ядерные по-
ры [52], однако при участии транспортных белков, цитозольных гистонов и шапе-
ронов могут транспортироваться и более длинные фрагменты [53, 54]. Улучшить
способность доставленной наночастицами экзогенной ДНК к проникновению в
ядро возможно путем встраивания в ее нуклеотидную последовательность сигна-
лов ядерной локализации, которые узнаются клеточными транскрипционными
факторами. Например, энхансер вируса SV40, обычно используемый в составе
плазмид для усиления экспрессии генов, содержит сигнал ядерной локализации,
распознаваемый сразу несколькими транскрипционными факторами (AP-1, 2, 3,
Tef- 1, 2, Oct1, NFκB) [55]. Комплекс фактора транскрипции с плазмидой затем
распознается белками-импортинами, которые связываются с ним и доставляют к
ядерным порам. Показано, что плазмиды без сайтов, узнаваемых транскрипцион-
ными факторами, не перемещаются в ядро, а остаются в цитозоле [56]. Таким об-
разом, конструкция плазмидной ДНК не менее важна для эффективной трансдук-
ции клеток, чем состав и строение носителей – наночастиц.

ВИДЫ НАНОЧАСТИЦ И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ
ДЛЯ ДОСТАВКИ ДНК В КЛЕТКИ СЕТЧАТКИ

В следующих подразделах будут рассмотрены нанокапсулы на основе трех типов
веществ: полимерных молекул (наиболее гетерогенная группа), липидов и инерт-
ных металлов (см. рис. 1). Для каждого будут приведены характерные особенности,
определяющие способ их применения, и описаны экспериментальные работы, в
которых этот тип частиц использовался для трансфекции клеток сетчатки или дру-
гих тканей глаза.

ПОЛИМЕРНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ

Полипептиды
Желатин представляет собой частично гидролизованный коллаген и отличается

высокой биосовместимостью, биодеградируемостью и возможностью присоедине-
ния разнообразных активных групп для направленной доставки. Благодаря этим
свойствам он стал применяться при синтезе наночастиц для доставки лекарствен-
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ных препаратов и генов в ткани человека и животных. Желатин представляет собой
особый полипептид, в составе которого катионные, анионные и гидрофобные
группы представлены в соотношении 1 : 1 : 1 [57]. Наночастицы из чистого желати-
на нестабильны и склонны к агрегации, поэтому их, как правило, модифицируют
путем сшивки с другими соединениями, такими как альдегиды, микробная транс-
глутаминаза и др. Для связывания с анионной плазмидной ДНК благоприятным
фактором является положительный заряд, которым характеризуются наночастицы
из желатина типа А, но в то же время наночастицы с высоким положительным за-
рядом часто оказываются токсичными для клеток. Компромиссное решение было
предложено Zorzi с соавт. [58], в работе которых были разработаны гибридные на-
ночастицы из катионизированного желатина и полианионов декстрана сульфата и
хондроитина сульфата. Такие частицы связываются с плазмидной ДНК, защищая ее
от действия ДНКаз, проявляют пониженную токсичность в экспериментах in vitro и
способны доставлять ДНК в клетки роговицы человека (ex vivo) и мыши (in vivo) [59].

Альбумин также является белковым носителем, который применяется для полу-
чения нетоксичных, неиммуногенных, биосовместимых и биодеградируемых на-
ночастиц. Такие наночастицы обладают высокой связывающей способностью и
хорошим профилем безопасности и переносимости. Первичная структура альбу-
мина хорошо охарактеризована, и высокое содержание заряженных аминокислот
позволяет связываться лекарственным веществам с положительным или отрица-
тельным зарядом без вспомогательного участия других соединений [60]. Из альбу-
мина можно синтезировать наночастицы относительно небольших размеров (50–
300 нм). Поскольку альбумин имеет в своем составе широкий спектр функцио-
нальных групп, это позволяет проводить разные поверхностные модификации аль-
буминовых наночастиц, например, путем, ковалентного связывания с поверхност-
но-активными веществами, полилизином, полиэтиленгликолем (ПЭГ), трансфер-
рином, моноклональными антителами и др. За последние годы опубликованы лишь
работы, где с помощью альбуминовых наночастиц в сетчатку доставляют белки и ле-
карственные препараты [61, 62]. Первая и к настоящему времени единственная

Рис. 1. Типы синтетических векторов, используемых для доставки нуклеиновых кислот в сетчатку. PL –
полилизин, CD – циклодекстрины, PLGA – поли(лактид-гликолид), PAE – полиаминоэфиры.
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опубликованная попытка доставить генетический материал в ткани глаза при помо-
щи таких частиц была совершена в 2007 г. [63], и в данной работе было показано, что
наночастицы из сывороточного альбумина человека размером 120 нм успешно до-
ставляют плазмиды с геном Cu, Zn-супероксиддисмутазы в клетки сетчатки мышей
после интравитреальной инъекции, что подтверждает вестерн-блоттинг.

Среди пептидных полимеров, используемых для доставки различных веществ в
ткани глаза выделяется CK30-ПЭГ. Он представляет собой 30 аминокислотных
остатков лизина, дающих положительный заряд для связывания ДНК, к которым
через остаток цистеина пришит ПЭГ, обеспечивающий стабильность структуры и
улучшающий захват частицы клетками [64]. Поскольку у такой наночастицы ока-
зывается большое количество катионных групп, она способна почти полностью
(более чем на 90%) компенсировать отрицательный заряд крупной молекулы плаз-
мидной ДНК, в результате чего та самопроизвольно конденсируется в компакт-
ную наноструктуру, устойчивую к ДНКазам. Показано, что частицы на основе
CK30-ПЭГ при захвате клеткой немедленно транспортируются в ядро, избегая за-
хвата в эндосому [65]. Это происходит за счет образования комплексов с ядерным
белком нуклеолином, который в некотором количестве присутствует и на плазма-
тической мембране. Впоследствии комплекс нуклеолина с наночастицей переме-
щается по микротрубочкам непосредственно в ядрышко, и плазмидная ДНК начи-
нает экспрессию входящих в ее состав генов. Показано, что в сетчатке мышей нук-
леолин экспрессируется во всех клеточных слоях, это позволяет предположить,
что с помощью частиц на основе CK30-ПЭГ можно эффективно трансфициро-
вать как ганглиозные, так и биполярные клетки [64]. Эксперимент по интравит-
реальному введению наночастиц, несущих плазмиду, кодирующую флуоресцент-
ный маркер под неспецифичным промотором, подтвердил это предположение,
поскольку экспрессия зеленого флуоресцентного белка (GFP) наблюдалась
прежде всего в ганглиозных клетках [66]. Частицы на основе CK30-ПЭГ много-
кратно использовались для проведения генной терапии у мышей с нарушениями
экспрессии таких генов, как Rds, Rpr65 и Abca4 и приводили к значительному улуч-
шению состояния сетчатки по сравнению с контролем [67–69]. Количественная
оценка эффективности таких частиц также показала, что они способны приводить
к сопоставимому с вирусными векторами уровню экспрессии целевого белка [70].

Полисахариды
Полисахариды являются биоразлагаемыми, биосовместимыми и неиммуногенны-

ми полимерами, их мономеры связаны друг с другом посредством гликозидных свя-
зей. Наиболее часто для создания носителей применяются декстран, хитозан и гиалу-
роновая кислота [71], однако последняя, ввиду отрицательного заряда при физиоло-
гических значениях pH, плохо связывает нуклеиновые кислоты и используется для
их транспортировки только в комбинации с другими полимерами [72]. Декстран
представляет собой полимер, состоящий из остатков глюкозы, и в нормальных усло-
виях не имеет заряда. В результате эффективность связывания ДНК существенно
снижается, и для переноса плазмид в декстрановые частицы необходимо включать
дополнительные катионные компоненты. Так, способность успешно проникать в
клетки и доставлять генетический материал была продемонстрирована для декстра-
новых частиц, модифицированных диэтиламиноэтилом, спермином и полиэтилени-
мином [73–75]. Несмотря на широкую распространенность как инструмента для
трансфекции, декстрановые частицы до сих пор не применялись для тканей глаза.
Родственная группа полимеров на основе остатков глюкозы – циклодекстрины – об-
ладают рядом преимуществ по сравнению с декстраном: они легко приобретают по-
ложительный заряд за счет химических модификаций, ускоряют прохождение ча-
стиц через клеточную мембрану и способны образовывать комплексы включения,
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инкапсулируя переносимую молекулу в собственной полости [76]. Циклодекстрины
обычно применяются в качестве носителей для доставки лекарственных препаратов в
различные ткани глаза в составе капель, наносимых на роговицу [77, 78]. Однако не-
давние исследования показывают, что некоторые из модифицированных форм этих
полимеров оказывают токсический эффект на клетки сетчатки [79], что ограничива-
ет возможность их применения для доставки генетического материала.

Хитозан состоит из мономеров N-ацетил-D-глюкозамина и содержит большое
количество аминогрупп, что обуславливает его положительный заряд при физио-
логических значениях pH. Это свойство делает наночастицы из хитозана крайне
привлекательными для переноса плазмидной ДНК, однако их применение ограни-
чивает низкая буферная емкость, не позволяющая частице покидать эндосому по
механизму “протонной губки” [80]. Отчасти данная проблема решается введением
в полимер дополнительных аминогрупп – в результате в эксперименте усиливается
экспрессия белка, кодируемого доставляемой ДНК по сравнению с наночастица-
ми из немодифицированного хитозана [81, 82]. Mitra с соавт. [83] выявили другую
проблему, снижающую эффективность хитозановых частиц в роли вектора: ока-
завшись в стекловидном теле, полимеры на основе хитозана образуют вязкий гель,
затрудняющий распространение частиц и соответственно ДНК по всему объему
глаза. В результате экспрессия белка в сетчатке ограничивается небольшой обла-
стью вблизи места инъекции, что не позволит создать достаточно широкое поле
зрения при оптогенетическом протезировании. Улучшить ситуацию может добав-
ление в состав наночастиц дополнительных катионных полимеров, которые будут
препятствовать образованию геля. Следует отметить, что Mitra с соавт. [83] также
показали, что наночастицы на основе хитозана, модифицированого добавлением
этиленгликоля, успешно трансфицируют клетки пигментного эпителия после суб-
ретинальной инъекции, не нарушая морфологию и функциональность сетчатки.
Другие исследования показали возможность интравитреальной доставки генов
(плазминогена и GFP) в ганглиозные клетки сетчатки, а также клетки внутреннего
ядерного слоя с помощью частиц на основе коротких олигомеров хитозана и ги-
бридных частиц, содержащих дополнительно поли(лактид-гликолид) [84, 85]. Та-
ким образом, модифицированный хитозан является наиболее привлекательным
полисахаридом, выступающим в роли основы для генетических векторов. Более
подробно о факторах, влияющих на трансфекцию полиплексов на основе хитозана
и его производных, можно ознакомиться в обзоре [86].

Другие типы полимеров
Поли(лактид-гликолид) (ПЛГ) – это полимер, состоящий из остатков молоч-

ной и гликолевой кислот, обе из которых являются типичными внутриклеточны-
ми метаболитами, что обеспечивает частицам на основе ПЛГ высокую биосовме-
стимость и биоразлагаемость. Соотношение лактида и гликолида может варьи-
ровать вплоть до использования наночастиц из чистого полимера молочной
кислоты, которые будут наиболее устойчивыми к разложению в условиях эндо-
лизосомы [87]. Безопасность применения частиц на основе ПЛГ проверялась в
различных экспериментах in vivo и их токсичность оказалась очень низкой [88].
Однако Thackaberry с соавт. [89] показали, что токсичность ПЛГ по отношению к
тканям глаза может сильно варьировать в зависимости от формы наночастиц,
оказываясь наименьшей для палочкоподобной формы. Одним из недостатков
ПЛГ как потенциального средства доставки ДНК является нейтральный заряд
при физиологических значениях pH, что ухудшает связывание с ним плазмидной
ДНК. Поэтому обычно частицы конструируются с добавлением другого полиме-
ра, имеющего положительный заряд, например, хитозана или ПЭГ [90, 91].
С другой стороны, в кислой среде внутри эндолизосомы промежуточные продук-
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ты гидролиза ПЛГ приобретают положительный заряд, который возрастает по
мере разрушения наночастицы. Эта особенность позволяет частицам эффектив-
но покидать эндосомы, поскольку накапливающийся заряд приводит к их деста-
билизации [92]. Несмотря на популярность в роли носителей лекарственных
препаратов, частицы на основе ПЛГ применялись для доставки генетического
материала в клетки сетчатки лишь в ограниченном числе экспериментальных ра-
бот. Помимо упомянутого выше исследования частиц, содержащих хитозан и ПЛГ,
также следует отметить работу Zhang с соавт. [93], которые использовали наноча-
стицы из немодифицированного ПЛГ для доставки плазмиды, кодирующей ма-
лую шпилечную РНК против регулятора транскрипции HIF-1α (важный участ-
ник процесса ангиогенеза при повреждениях сетчатки) и GFP. При интравит-
рельном введении наночастиц крысам с индуцированной неоваскуляризацией
сосудистой оболочки глаза GFP экспрессировался в фоторецепторах, а также в
клетках пигментного эпителия. Родственные ПЛГ соединения, полиаминоэфи-
ры также используются в качестве основы для наноносителей и имеют преиму-
щество в связывании ДНК за счет катионных аминогрупп [94].

Дендримеры являются уникальным классом наночастиц, которые представляют
собой расходящиеся от центральной молекулы ветвящиеся цепи мономеров [95].
В результате они имеют вид разветвленной сферической структуры с внутренними
полостями, которые могут удерживать различные макромолекулы, включая плаз-
мидную ДНК. Наиболее популярными для транспортировки ДНК являются денд-
римеры полиамидоамина (ПАА), имеющие большое количество положительно за-
ряженных аминогрупп, но также используются полиэтиленимин (ПЭИ) и полили-
зин [96]. Дендримеры обычно имеют размер от 1 до 100 нм (в зависимости от
размера ветвящихся цепей), поглощаются клеткой путем клатрин-опосредованного
эндоцитоза, а затем покидают эндосому за счет эффекта “протонной губки” [97].
В исследованиях in vivo дендримеры ПАА и ПЭИ показали высокую эффектив-
ность, однако с увеличением размера они становились токсичными для клеток за
счет большого положительного заряда [98, 99]. Также дендримеры ПЭИ применя-
лись для интравитреальной доставки в ганглиозные клетки сетчатки плазмиды, ко-
дирующей малую шпилечную РНК [100].

Еще одним перспективным типом полимерного носителя являются многослой-
ные нанокапсулы. Для их синтеза необходимо жесткое ядро – в его роли обычно
выступают нанокристаллы ватерита (одна из полиморфных модификаций CaCO3),
на которое поочередно слоями наносятся катионный (полиаргинин/полилизин) и
анионный (декстран сульфат) полимеры [101]. Транспортируемые нуклеиновые
кислоты образуют комплекс с самым первым положительно заряженным слоем и
высвобождаются после разрушения полимерной оболочки во внутриклеточном
пространстве. Для предотвращения токсического эффекта, связанного с повыше-
нием внутриклеточной концентрации ионов Ca2+ после разрушения ватеритового
ядра, оно может быть удалено из капсул заранее с помощью хелатирующего агента
(этилендиаминтетраацетат натрия). Важными преимуществами таких носителей
являются повышенная стабильность и емкость. В ряде работ была показана эффек-
тивность нанокапсул для доставки миРНК, мРНК и плазмидной ДНК в клеточные
культуры различных типов [102, 103]. Также мы получили предварительные резуль-
таты, согласно которым капсулы диаметром 50 нм успешно доставляют мРНК в
клетки сетчатки мышей после интравитреальной инъекции [104], локализуясь пре-
имущественно в фоторецепторах. Дополнительные модификации, направленные
на повышение селективности таких частиц к биполярным и ганглиозным клеткам,
могут сделать этот тип носителя пригодным для использования в оптогенетиче-
ском протезировании.
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ЛИПИДНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ

Липосомы представляют собой сферические частицы, состоящие по меньшей ме-
ре из одного липидного бислоя, внутри которого заключена гидрофильная (водная)
фаза. Бислои образованы преимущественно фосфолипидами и стеролами, аналогич-
но клеточным мембранам. Липосомы могут выступать в качестве средства транспор-
тировки для гидрофильных, гидрофобных и амфифильных соединений [105], к их
преимуществам можно отнести отсутствие токсичности и слабые антигенные свой-
ства, возможность точно контролировать при синтезе их размер, липидный состав и
электрический заряд, а также возможность модифицировать их поверхность полиме-
рами и антителами [106]. Частицы на основе катионных липидов способны не только
эффективно захватываться клеткой путем эндоцитоза, но также сливаться с отрица-
тельно заряженной мембраной эндосомы, высвобождая ДНК в цитозоль. Примене-
ние липосом для доставки лекарственных препаратов в глаз, в том числе в сетчатку,
насчитывает уже несколько десятилетий. Липосомы служили средством доставки пу-
тем интравитреальных инъекций для таких соединений, как антибиотики [107], про-
тивовирусные препараты [108, 109], препараты, подавляющие ангиогенез [110]. Воз-
можность использования липосом для доставки генов в клетки пигментного эпите-
лия была продемонстрирована in vivo в исследовании Lajunen с соавт. [111], где
плазмидная ДНК эффективно доставлялась в клетки пигментного эпителия посред-
ством липосом, меченных трансферрином; такой препарат применялся на крысах в
форме глазных капель. Кроме того, было показано, что при внутриглазных инъекци-
ях липосом с плазмидной ДНК, кодирующей ген галактозидазы, происходила ее
успешная доставка в ганглиозные клетки сетчатки и пигментный эпителий [112].

Наномицеллы представляют собой самособирающиеся липидные частицы, в от-
личие от липосом они образованы липидным монослоем, и в них выделяют гидро-
фобное ядро и гидрофильную оболочку. Наномицеллы обладают низкой токсич-
ностью для тканей глаза что, например, было показано для носителей, состоящих
из полиоксиэтилен-гидрогенизированного касторового масла 40 и октосинола 40
[113], и для комплексных носителей из октосинола 40 и токоферола-ПЭГ-сукцината,
применяемых для доставки к тканям глаза рапамицина [114]. И хотя данные факты
говорят о привлекательности липидных наномицелл как средства доставки генов в
клетки сетчатки, однако к настоящему времени не опубликованы исследования,
где изучалась бы их способность к транспортировке ДНК в ткани глаза.

Еще одной перспективной разновидностью транспортных наночастиц на осно-
ве липидов являются липоплексы. Под этим термином понимают компактные
структуры, которые образуются при взаимодействии положительно заряженных за
счет наличия дополнительных химических групп “головок” фосфолипидов с отри-
цательно заряженными молекулами нуклеиновых кислот. В таком комплексе нук-
леиновые кислоты получают защиту от деградации [115]. В литературе описаны по-
пытки использовать липоплексы для доставки малых интерферирующих РНК
(миРНК) в ткани глаза. В одном из таких исследований оценивалось влияние по-
верхностного заряда ПЭГилированных липоплексов с миРНК на их проникнове-
ние и распределение в сетчатке при интравитреальных инъекциях мышам, и было
показано, что оптимальными для данной цели являются положительно заряжен-
ные липоплексы [116]. В работе Amadio с соавт. [117] миРНК против антигена R че-
ловека (белка из семейства ELAV – embryonic lethal, abnormal vision) доставлялась
при помощи липоплексов, вводимых интравитреально крысам с модельной диабе-
тической ретинопатией. Липоплексы с указанной миРНК продемонстрировали
успешную трансфекцию, и их введение привело к снижению уровня антигена R
человека. В другом исследовании [118] на модели ex vivo (изолированные глаза бы-
ка, культура клеток пигментного эпителия человека) было показано, что покрытие
липоплексов с плазмидной ДНК гиалуроновой кислотой приводит к заметному
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повышению эффективности интернализации и трансфекции, а также повышается
подвижность таких липоплексов в матриксе стекловидного тела. Весьма многообе-
щающие результаты также были получены в одной из недавних работ [119], где по-
крытые гиалуроновой кислотой липоплексы после интравитреальной инъекции
крысам доставляли миРНК против каспазы-3 (активирующейся при дегенерации
сетчатки) в различные клетки сетчатки, оказывая тем самым нейропротекторное
действие. Кроме того, в данной работе отдельно ретинографически оценивалась
потенциальная ретинотоксичность таких частиц и было показано, что они не де-
монстрируют никаких токсических эффектов.

В наночастицах на основе твердых липидов выделяют ядро из таких липидов,
как октадециламин, диолеолил-3-триметиламмония пропан, диолеолил-фосфати-
дилэтаноламин, которое стабилизируется поверхностно-активными веществами в
водной суспензии. В таких частицах существенно снижена подвижность доставля-
емого лекарственного вещества, и его высвобождение может быть более контроли-
руемым [120]. Наночастицы из твердых липидов разделяют с жидколипидными ча-
стицами их низкую токсичность, но при этом имеют и ряд преимуществ, в частно-
сти, они представляются перспективным средством доставки для макромолекул.
К настоящему времени уже опубликовано несколько работ, которые посвящены
применению наночастиц на основе твердых липидов для доставки генетического
материала в ткани глаза. Так, Torrecilla с соавт. [121] оценивали способность нано-
частиц на основе твердых липидов к доставке в культуры клеток эпителия рогови-
цы человека малых шпилечных РНК, предназначенных для борьбы с неоваскуля-
ризацией, и результаты были положительными. В другом исследовании [122] нано-
частицы на основе твердых липидов, покрытых гиалуроновой кислотой, были
применены для доставки гена ретиношизина модельным мышам с ювенильным
ретиношизисом. Уровень трансфекции в результате введения таких частиц путем
интравитреальной инъекции был наиболее высоким в фоторецепторных клетках,
но трансфекция также была отмечена и в ганглиозных клетках.

Обобщая описанные в данном разделе результаты, следует отметить, что особо
перспективным средством доставки нуклеиновых кислот в клетки сетчатки видит-
ся сочетание липидной основы с покрытием полимерами. Опубликованные к на-
стоящему времени данные по таким формам частиц кажутся весьма многообещаю-
щими, и было бы целесообразно применять их для доставки конструктов для опто-
генетического протезирования сетчатки.

НАНОЧАСТИЦЫ ИЗ ИНЕРТНЫХ МЕТАЛЛОВ

Еще одним из направлений разработки наночастиц для доставки лекарственных
препаратов и генетического материала является создание наночастиц из инертных
металлов. Такие частицы являются потенциально нетоксичными, биосовместимы-
ми, и существуют широкие возможности по их модификации с применением дру-
гих материалов (полимеров, антител и др.). Еще одним преимуществом является
относительная простота синтеза таких частиц. Среди инертных металлов наиболее
широкое применение при изготовлении наночастиц для биомедицинских целей
получило золото. Механизм интернализации золотых наночастиц зависит от ха-
рактеристик поверхности, таких как заряд и размер, и чаще всего это эндоцитоз.
В том случае, если наночастицы золота покрывают антителами, они входят в клет-
ку по механизму рецептор-опосредованного эндоцитоза [123]. Наночастицы золо-
та успешно справляются с задачей доставки крупных пептидов и нуклеиновых кис-
лот, и каких-либо серьезных ограничений на размер переносимых молекул не на-
кладывается [124]. Разработаны рецептуры, в которых частицы золота связываются
с плазмидной ДНК посредством нековалентных электростатических взаимодей-
ствий, при этом происходит защита ДНК от расщепления ферментами [125, 126].
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Необходимо отметить, что это подразумевает дополнительную функционализацию
поверхности частиц золота лигандами, содержащими кватернизованные амино-
группы, ПЭИ и др. Альтернативный путь – модификация нитей нуклеиновых кис-
лот таким образом, чтобы они ковалентно соединялись с поверхностью наноча-
стиц. Для этой цели нуклеиновые кислоты модифицируются тиольными группами
и в таком виде присоединяются к наночастицам золота, покрытым катионным по-
лимером, и, например, в случае миРНК это приводило к эффективной трансфек-
ции клеток в культуре [127]. Кроме того, наночастицы золота можно конъюгиро-
вать с разными лигандами, включая трансферрин и антитела, обеспечивающими
адресную доставку [128, 129].

Исследований по доставке генетического материала наночастицами золота в
ткани глаза, к настоящему времени опубликовано немного. В одном из них Sharma
с соавт. [130] показали, что наночастицы золота, покрытые ПЭИ, способны пере-
носить плазмидную ДНК в клетки роговицы в модели in vitro (роговица человека),
а также не проявляют токсичность в отношении роговицы кролика в эксперимен-
тах in vivo. Недавно был предложен способ доставки золотыми наночастицами плаз-
мидной ДНК с целью оптогенетического протезирования сетчатки [131]. В качестве
носителя выступали нанопалочки (nanorods) из золота, конъюгированные с антите-
лом, либо к PKCα (протеинкиназа С-альфа, белок, специфично экспрессируемый
биполярными клетками сетчатки), либо к Thy1 (белок, специфично экспрессируе-
мый ганглиозными клетками), что позволило добиться адресной доставки. Кроме
того, наночастицы различались максимумом поверхностного плазмонного резонан-
са – 780 нм для наночастиц, предназначенных для доставки гена в ганглиозные клет-
ки, и 850 нм – для частиц, направляемых в биполярные клетки. Далее интернализа-
ция наночастиц после интравиреальной инъекции мышам инициировалась путем
воздействия лазера с одной или другой длиной волны, чтобы инициировать вход ча-
стиц в нужные клетки. В данной работе золотые наночастицы продемонстрировали
селективную трансфекцию и, что не менее важно, превосходный профиль безопас-
ности (потенциальные токсические эффекты оценивались ретинографически, мето-
дом оптической когерентной томографии на предмет целостности структур глаза по-
сле воздействия и иммуногистохимически). На данный момент работа Batabyal с со-
авт. [131] – единственный опубликованный эксперимент по оптогенетическому
протезированию сетчатки с применением синтетических векторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исходя из свойств барьеров внутри глаза, которые должен преодолеть синтетиче-
ский вектор, прежде чем достигнет сетчатки, и механизмов его взаимодействия с
клетками-мишенями, можно сделать вывод о его оптимальных параметрах. Успеш-
нее всего преодолевают стекловидное тело и захватываются клетками сетчатки срав-
нительно небольшие наночастицы диаметром не более 100–150 нм. Наиболее благо-
приятный заряд этих частиц сложно определить ввиду следующей противоречивой
ситуации: при отрицательном заряде частица хуже захватывается клетками и связы-
вается с ДНК, при положительном заряде – сильнее задерживается стекловидным
телом и имеет потенциально большую токсичность. Таким образом, для эффектив-
ной частицы допустим лишь небольшой положительный или отрицательный заряд,
либо она должна быть вообще не заряженной. При этом в каждом случае возможны
различные модификации, позволяющие нивелировать недостатки заряда того или
иного знака. Например, скомпенсировать низкую эффективность эндоцитоза ани-
онных частиц можно за счет добавления поверхностных лигандов и увеличения
шансов на захват по пути рецептор-опосредованного эндоцитоза.

Анализ опубликованных за последние годы исследований наночастиц для до-
ставки генов в клетки сетчатки показал, что в настоящее время большинство таких
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носителей ориентированы на нужды генной терапии. Они преимущественно
трансфицируют фоторецепторы и клетки пигментного эпителия, то есть типы кле-
ток, в которых чаще всего происходят мутации, приводящие к гибели светочувсти-
тельного звена и, как следствие, потере зрения [132]. В то же время оптогенетиче-
ское протезирование применяется при клинической картине, соответствующей
поздней стадии дегенерации сетчатки, когда фоторецепторы уже полностью по-
гибли, и генная терапия по устранению пагубного действия той или иной мутации
уже не даст никакого положительного эффекта. Для такой терапии необходима
разработка носителей, способных доставлять гены светочувствительных белков во
внутренние слои сетчатки, к биполярным и ганглиозным клеткам.

Из рассмотренных в рамках данного обзора наночастиц в качестве наиболее
перспективных можно выделить полимерные частицы CK30-ПЭГ и на основе
ПЛГ-хитозана, липоплексы, покрытые гиалуроновой кислотой и частицы золота,
поверхностно модифицированные антителами. Для них всех показана способность
успешно доставлять нуклеиновые кислоты (ДНК или РНК) как минимум в гангли-
озные клетки после интравитреального введения. Несмотря на это, они, как и про-
чие рассмотренные типы наночастиц, требуют дополнительных исследований и
проведения модификаций, прежде чем их можно будет считать специализирован-
ными векторами для оптогенетического протезирования сетчатки.
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Prospects of Synthetic Nanoparticles Application in Optogenetic Retinal Prosthetics

A. Yu. Rotova, *, I. S. Romanova, Y. V. Tarakanchikovab, c, and L. A. Astakhovaa
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Optogenetic prosthetics is an approach to restore the visual function in degenerative ret-
ina. It implies the delivery of genes encoding light-sensitive proteins to retinal cells that
have survived degeneration, primarily bipolar and ganglion cells. As a result, they turn
into “pseudophotoreceptors” and can take on the function of rods and cones that have
been lost during disease. The key element in the optogenetic prosthetics procedure is a
vector that delivers exogenous DNA to the retinal cells’ nucleus. There are two main cat-
egories of vectors: viral and synthetic ones. The latter include nanoparticles based on
various polymers, lipids and metals. It was previously suggested that viruses transfect liv-
ing cells more efficiently than synthetic particles through specialized delivery mecha-
nisms for genetic material transfer. However, to date, there have been developed
nanoparticles that can effectively penetrate tissue barriers, enter intracellular space and
successfully deliver nucleic acid molecules to the cell nucleus. This review describes
modern approaches to the development of nanocarriers, and formulates the main re-
quirements for their physicochemical properties which provide the most efficient deliv-
ery of genetic material through the intraocular barrier structures into bipolar and gangli-
on cells. Based on the literature data, several types of nanoparticles were selected that are
most promising for use in the optogenetic retinal prosthetics.

Keywords: retina, intraocular injections, optogenetic prosthetics, synthetic nanoparticles,
DNA delivery
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