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Äëÿ íàñëåäñòâåííûõ äåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íå
ðàçðàáîòàíû ïîäõîäû, êîòîðûå ïîçâîëÿëè áû ïîëíîñòüþ âîññòàíîâèòü óòðà÷åííîå çðåíèå
ïîñëå çàâåðøåíèÿ àêòèâíîé ôàçû äåãåíåðàöèè. Îïòîãåíåòè÷åñêîå ïðîòåçèðîâàíèå ñåò÷àò-
êè ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé òåðàïåâòè÷åñêîé ìåòîäèêîé, ïîçâîëÿþùåé âåðíóòü ñâåòî÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü ïîñëå ãèáåëè ôîòîðåöåïòîðîâ. Â åå îñíîâå ëåæèò èäåÿ î ïðåâðàùåíèè âû-
æèâøèõ íåéðîíîâ ñåò÷àòêè â ïñåâäîôîòîðåöåïòîðû ïóòåì ýêñïðåññèè â íèõ ñâåòî÷óâñòâè-
òåëüíûõ áåëêîâ è âîññòàíîâëåíèè çðèòåëüíîé ôóíêöèè áëàãîäàðÿ àäàïòàöèè öåíòðàëüíîé
íåðâíîé ñèñòåìû ê íîâîìó ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà.

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì äîñòàâêè ãåíîâ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ áåëêîâ â êëåò-
êè äåãåíåðèðîâàâøåé ñåò÷àòêè ÿâëÿåòñÿ ïðèìåíåíèå âåêòîðîâ íà îñíîâå àäåíîàññîöèè-
ðîâàííîãî âèðóñà. Îäíàêî ñóùåñòâóþùèå íà äàííûé ìîìåíò âåêòîðû íå ïîçâîëÿþò ïîë-
íîñòüþ ðåøèòü çàäà÷ó âîññòàíîâëåíèÿ çðåíèÿ, è èõ ñîâåðøåíñòâîâàíèå ïðîäîëæàåòñÿ.
Äîñòàâêà ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â êîíêðåòíûå òèïû íåéðîíîâ ñåò÷àòêè òåîðåòè÷åñêè
âîçìîæíà ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ ñåëåêòèâíûõ ïðîìîòîðîâ, àêòèâèðóþùèõ òðàíñêðèïöèþ
ãåíà òîëüêî â îïðåäåëåííûõ êëåòêàõ. Íî íà ïðàêòèêå óæå ðàçðàáîòàííûå ïðîìîòîðû íå
âñåãäà îáåñïå÷èâàþò ñåëåêòèâíóþ òðàíñäóêöèþ ãåíîâ. Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâîâàíèå áîëü-
øîãî ÷èñëà ðàçëè÷íûõ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå èñêóññòâåííî ñèíòåçèðî-
âàííûõ ñ óëó÷øåííûìè ñâîéñòâàìè, ñðåäè íèõ íåò òîãî, êîòîðûé ìîã áû â îäèíî÷êó îáåñ-
ïå÷èâàòü âîññòàíîâëåíèå çðåíèÿ ñ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ñëîæíîé ñèñòåìîé ñèã-
íàëüíûõ ON-OFF-ïóòåé. Ñàì ïðîöåññ äîñòàâêè âèðóñíûõ ÷àñòèö â ñåò÷àòêó òàêæå íå
îïòèìèçèðîâàí â äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè, è òàêèå ïðîáëåìû, êàê ìàëàÿ åìêîñòü àäåíîàññî-
öèèðîâàííîãî âèðóñà è òðóäíîñòè ïðè åãî ïðîíèêíîâåíèè ÷åðåç åñòåñòâåííûå áàðüåðû ãëà-
çà, ñåðüåçíî ñíèæàþò ýôôåêòèâíîñòü âåêòîðîâ.

Äëÿ óñïåøíîé ðàçðàáîòêè âèðóñíîãî âåêòîðà, ïðèãîäíîãî äëÿ îïòîãåíåòè÷åñêîãî ïðî-
òåçèðîâàíèÿ, òðåáóåòñÿ áîëåå äåòàëüíîå çíàíèå ïðîöåññîâ, ïðîòåêàþùèõ ïðè äåãåíåðàöèè
ñåò÷àòêè, â îñîáåííîñòè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: äåãåíåðàöèÿ ñåò÷àòêè, îïòîãåíåòè÷åñêîå ïðîòåçèðîâàíèå, âèðóñíûå
âåêòîðû, àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñ.

Ñïèñîê ñîêðàùåíèé: ÌÄ — ìàêóëÿðíàÿ äèñòðîôèÿ; ÏÐ — ïèãìåíòíûé ðåòèíèò;
AAV — adeno-associated virus, àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñ; ITR — inverted terminal re-
peats, èíâåðòèðîâàííûå êîíöåâûå ïîâòîðû; AAP — assembly-activating protein, áåëîê, àêòè-
âèðóþùèé ñáîðêó; mGluR6 — metabotropic glutamate receptor type 6, ìåòàáîòðîïíûé ðåöåï-
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òîð ãëóòàìàòà 6 òèïà; SNCG — gamma-synuclein gene, ãåí ãàììà-ñèíóêëåèíà; mBP — mou-
se blue pigment, ñèíèé ïèãìåíò (êîëáî÷åê) ìûøè; hRO — human red opsin, êðàñíûé îïñèí
÷åëîâåêà; mCAR — mouse cone arrestin, êîëáî÷êîâûé àððåñòèí ìûøè; NEFL — neurofila-
ment light chain, ëåãêàÿ öåïü íåéðîôèëàìåíòà; ChR — channelrhodopsin, êàíàëîðîäîïñèí;
NpHR — halorhodopsin from Natronomonas pharaonis, ãàëîðîäïñèí èç Natronomonas phara-
onis; GPCR — G-protein-coupled receptors, G-áåëîê ñâÿçûâàþùèå ðåöåïòîðû.
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VIRAL VECTORS FOR RETINAL OPTOGENETIC PROSTHETICS. A. Yu. Rotov,
D. A. Nikolaeva, L. A. Astakhova, M. L. Firsov. I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Phy-
siology and Biochemistry of RAS, Saint-Petersburg, Russia, e-mail: rotovau@gmail.com.

For hereditary degenerative diseases of the retina, there are no approaches developed to date
that would allow the complete restoration of vision loss after the completion of the active phase of
degeneration process. Optogenetic prosthetics of the retina is a promising therapeutic technique,
which allows returning the photosensitivity after the death of photoreceptors. It is based on the
idea of transforming the surviving retinal neurons expressing photosensitive proteins into pseu-
do-photoreceptors, and restoring visual function due to central nervous system adaptation to a
new signal transduction pathway.

The most effective way to deliver genes of photosensitive proteins into the cells of the degene-
rated retina is to use vectors based on an adeno-associated virus. However, the currently existing
vectors do not completely solve the problem of vision restoration, faced with a number of difficul-
ties, and their improvement still continues. Delivery of genetic material to specific types of retinal
neurons theoretically can be performed by use of selective promoters that activate gene transcrip-
tion only in certain cells. But in practice, already developed promoters do not always provide se-
lective gene transduction. Despite the existence of a large number of different photosensitive pro-
teins, including artificially synthesized ones with improved properties, there is no one among
them that could by itself provide restored vision with high sensitivity and complex system of sig-
nal ON-OFF pathways. The process of viral particles delivery to the retina is also not sufficiently
optimized, and problems such as the low capacity of the adeno-associated virus and difficulties in
its penetrating through natural barriers of the eye seriously reduce the efficiency of vectors.

Successful development of a viral vector suitable for optogenetic prosthetics requires more
detailed knowledge of the processes that occur during retinal degeneration, especially at the mole-
cular level.

Key words: retinal degeneration, optogenetic prosthetics, viral vectors, adeno-associated virus.
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Ñðåäè ðàçíîîáðàçíûõ ïðè÷èí, âûçûâàþùèõ ÷àñòè÷íóþ èëè ïîëíóþ ïîòå-
ðþ çðåíèÿ, îñîáîå ìåñòî çàíèìàþò íàñëåäñòâåííûå äåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâà-
íèÿ ñåò÷àòêè, òàêèå êàê âîçðàñòíàÿ è þâåíèëüíàÿ ìàêóëÿðíàÿ äèñòðîôèÿ
(ÌÄ), âðîæäåííûé àìàâðîç Ëåáåðà, ïèãìåíòíûé ðåòèíèò (ÏÐ) è äð. Ýòè çà-
áîëåâàíèÿ îáóñëîâëåíû ìóòàöèÿìè â ãåíàõ áåëêîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ðàçíî-
îáðàçíûå êëåòî÷íûå ôóíêöèè. Ôàðìàêîëîãè÷åñêàÿ êîððåêöèÿ òàêèõ ïàòîëî-
ãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé ïîçâîëÿåò ëèøü çàòîðìîçèòü, íî íå îñòàíîâèòü ïðîöåññ
äåãåíåðàöèè. Ðàçâèòèå ãåíåòè÷åñêèõ òåõíîëîãèé ïîçâîëèëî ñîçäàòü òåðàïåâ-
òè÷åñêèå ïîäõîäû äëÿ ëå÷åíèÿ ýòèõ çàáîëåâàíèé, îñíîâàííûå íà âåêòîðíîé
äîñòàâêå ýêçîãåííîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â êëåòêè ïîðàæåííîé ñåò÷àò-
êè. Òàêóþ òåðàïèþ ñåò÷àòêè ìîæíî ïðîâîäèòü âî âðåìÿ èëè äàæå äî íà÷àëà
ïðîÿâëåíèÿ äåãåíåðàòèâíûõ ÿâëåíèé äëÿ çàìåíû ãåíîâ, èìåþùèõ äåôåêòû,
íà íîðìàëüíûå, è ïðè ïðîòåçèðîâàíèè ñåò÷àòêè, êîãäà àêòèâíàÿ ôàçà äåãåíå-
ðàòèâíûõ ÿâëåíèé çàêîí÷èëàñü ãèáåëüþ ïàëî÷åê è êîëáî÷åê, è íåîáõîäèìî
ìîäåëèðîâàíèå de novo ñïîñîáíîñòè ê ñâåòîâîñïðèÿòèþ â îäíîì èç âûæèâ-
øèõ òèïîâ íåéðîíîâ ñåò÷àòêè.

Âåêòîðû ìîãóò èìåòü âèðóñíóþ è èíóþ ïðèðîäó. Íåâèðóñíûå âåêòîðû
âêëþ÷àþò ðàçíîîáðàçíûå ìèêðîñêîïè÷åñêèå ÷àñòèöû, ñïîñîáíûå íåñòè íà ñå-
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áå ãåíåòè÷åñêèé ìàòåðèàë è ïðîíèêàòü âíóòðü êëåòêè. Âîçìîæíû òàêæå è
äðóãèå ìåòîäû äîñòàâêè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ñåò÷àòêó — ê íèì îòíî-
ñÿòñÿ, íàïðèìåð, ïðÿìàÿ èíúåêöèÿ ÄÍÊ è ÐÍÊ è ýëåêòðîïîðàöèÿ [1—4]. Â êà-
÷åñòâå ñèíòåòè÷åñêèõ âåêòîðîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå øèðîêî èñïîëü-
çóþòñÿ ÷àñòèöû íà îñíîâå ïîëèëèçèíà/ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ, ïîëèñàõàðèäîâ,
ëèïèäíûå íàíî÷àñòèöû (äëÿ îáçîðà ñì. [5—7]). Ê ãëàâíûì ïðåèìóùåñòâàì
ñèíòåòè÷åñêèõ âåêòîðîâ îòíîñÿòñÿ èõ îòíîñèòåëüíàÿ äåøåâèçíà è ïðîñòîòà â
ïðèìåíåíèè, áîëüøàÿ åìêîñòü è áåçîïàñíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ èç-çà íèçêîé
èììóíîðåàêòèâíîñòè. Îñíîâíûì æå íåäîñòàòêîì ÿâëÿåòñÿ íåâûñîêàÿ ýôôåê-
òèâíîñòü òðàíñäóêöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â êëåòêè, ïîñêîëüêó ïåðåíî-
ñèìûé âåêòîðîì ìàòåðèàë ïîñëå ïîïàäàíèÿ â êëåòêó ïî áîëüøåé ÷àñòè îñòà-
åòñÿ â öèòîïëàçìå, íå ïîïàäàÿ â ÿäðî, ÷òî ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ñðîêà åãî
äåéñòâèÿ.

Èñïîëüçîâàíèå âèðóñíûõ âåêòîðîâ ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü ýòè îãðàíè÷åíèÿ.
Âèðóñû — îðãàíèçìû, ýâîëþöèîííî ïðèñïîñîáëåííûå äëÿ äîñòàâêè ãåíåòè-
÷åñêîãî ìàòåðèàëà âíóòðü êëåòîê. Áîëüøèì ïðåèìóùåñòâîì âèðóñíîãî ñïîñî-
áà ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü äîñòàâêè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ÿäðî
êëåòêè, ãäå îí ðåàëèçóåòñÿ ýíäîãåííûìè ìåõàíèçìàìè òðàíñëÿöèè. Ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè èçâåñòíû ïðèìåðû óñïåøíîé äîñòàâêè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèà-
ëà ïðè ïîìîùè àäåíîâèðóñîâ [8] è ëåíòèâèðóñîâ [9], îäíàêî îíè ïîêàçàëè íå-
äîñòàòî÷íî âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè, âîçìîæíî, èç-çà çíà÷è-
òåëüíîãî ðàçìåðà âèðóñíûõ ÷àñòèö è ñîîòâåòñòâåííî ïëîõîé ïðîõîäèìîñòè
÷åðåç ðàçëè÷íûå áàðüåðû âíóòðè ãëàçà. Òàêæå ëåíòèâèðóñû ñëó÷àéíûì îáðà-
çîì èíòåãðèðóþò ñâîé ãåíîì â ãåíîì êëåòêè-õîçÿèíà, ÷òî äåëàåò èõ ïðèìåíå-
íèå ïîòåíöèàëüíî îïàñíûì ïî ïðè÷èíå âîçìîæíîãî îíêîãåíåçà. Ââèäó ýòèõ
îáñòîÿòåëüñòâ ëåíòè- è àäåíîâèðóñû ïðåäñòàâëÿþòñÿ ìàëîïåðñïåêòèâíûìè
äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëèíè÷åñêèõ öåëÿõ, õîòÿ îíè ïðîäîëæàþò èñïîëüçîâàòü-
ñÿ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû ïî ýôôåêòèâíîñòè òðàíñäóêöèè ðàçëè÷íûõ òèïîâ
êëåòîê â ñåò÷àòêå ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè àäåíîàññîöèèðîâàííûõ âèðó-
ñîâ (adeno-associated virus, AAV), êîòîðûå è ÿâëÿþòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ
îñíîâíûì âèäîì âåêòîðîâ, èñïîëüçóåìûõ ñ öåëüþ ãåííîé òåðàïèè èëè ãåíå-
òè÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ ñåò÷àòêè è ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ. Ðåêîìáèíàíò-
íûé AAV íå èíòåãðèðóåò ïåðåíîñèìûå ãåíû â õðîìîñîìû êëåòêè-õîçÿèíà, à
òàêæå îáëàäàåò íèçêîé èììóíîãåííîñòüþ, íèçêîé òîêñè÷íîñòüþ è íåïàòîãåí-
íîñòüþ â ñåò÷àòêå. Íàêîïëåííûé çà ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå îïûò ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî èñïîëüçîâàíèÿ AAV ó ëþäåé ïîçâîëÿåò ñäåëàòü îáíàäåæèâàþùèé
âûâîä îá îòñóòñòâèè ó íåãî ñåðüåçíûõ ïðîáëåì ñ áåçîïàñíîñòüþ.

Öåëüþ äàííîãî îáçîðà ÿâëÿåòñÿ âñåñòîðîííåå ðàññìîòðåíèå îñíîâíûõ
êîìïîíåíòîâ âåêòîðà íà îñíîâå AAV, ïðåäíàçíà÷åííîãî ñïåöèàëüíî äëÿ îï-
òîãåíåòè÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ, ïîäõîäîâ ê åãî äîñòàâêå â ñåò÷àòêó è àíà-
ëèç òåêóùèõ ïðîáëåì, ñòîÿùèõ íà ïóòè ââåäåíèÿ ýòèõ ìåòîäèê â êëèíè-
÷åñêóþ ïðàêòèêó. Îïòîãåíåòè÷åñêîå ïðîòåçèðîâàíèå ñåò÷àòêè ÿâëÿåòñÿ â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ òåìîé ìíîãèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò, ÷èñëî êîòîðûõ
åæåãîäíî óâåëè÷èâàåòñÿ. Äëÿ ïîíèìàíèÿ îáùèõ âîïðîñîâ è ïðîáëåì â ýòîé
îáëàñòè ìû ðåêîìåíäóåì îáðàòèòüñÿ ê íåäàâíèì îáçîðíûì ñòàòüÿì, â êîòî-
ðûõ ðàññìàòðèâàþòñÿ ïîñëåäíèå äîñòèæåíèÿ â èññëåäîâàíèÿõ íà æèâîòíûõ
[10—11], îáîçíà÷àþòñÿ ïåðñïåêòèâû â ñðàâíåíèè ñ äðóãèìè ïîäõîäàìè ê âîñ-
ñòàíîâëåíèþ çðåíèÿ [12—14], à òàêæå îïèñûâàþòñÿ àëüòåðíàòèâíûå ðàçðàáîò-
êè, ïðåäïîëàãàþùèå èñïîëüçîâàíèå ìàëûõ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ ìîëåêóë áåç
âìåøàòåëüñòâà â ãåíîì êëåòîê ñåò÷àòêè [15—17].



ÎÑÍÎÂÍÛÅ ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÛ ÂÅÊÒÎÐÎÂ
ÍÀ ÎÑÍÎÂÅ ÀÄÅÍÎÀÑÑÎÖÈÈÐÎÂÀÍÍÛÕ ÂÈÐÓÑÎÂ

Ãåíîì AAV äèêîãî òèïà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ äëè-
íîé îêîëî 4.7 òûñÿ÷ íóêëåîòèäîâ, êîòîðàÿ óïàêîâàíà â èêîñàýäðè÷åñêóþ áåë-
êîâóþ îáîëî÷êó — êàïñèä. Ýòîò ãåíîì ñîäåðæèò òðè ãåíà: rep, cap è aap, êî-
òîðûå îòâå÷àþò çà ñèíòåç áåëêîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ñáîðêè êàïñèäà, ðåïëèêà-
öèè âèðóñíîé ÄÍÊ è åå óïàêîâêè â áåëêîâóþ îáîëî÷êó. Êîäèðóþùèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôëàíêèðîâàíû èíâåðòèðîâàííûìè êîíöåâûìè ïîâòîðà-
ìè (Inverted Terminal Repeats, ITR), êîòîðûå íåîáõîäèìû äëÿ ðåïëèêàöèè è
óïàêîâêè ãåíîìà. Ãåí rep êîäèðóåò íåêîòîðûå áåëêè, íåîáõîäèìûå äëÿ ðåï-
ëèêàöèè è óïàêîâêè âèðóñíîãî ãåíîìà, òîãäà êàê ýêñïðåññèÿ cap ïðèâîäèò ê
ñèíòåçó âèðóñíûõ áåëêîâ, îáðàçóþùèõ íàðóæíóþ îáîëî÷êó êàïñèäà [18]. Ãåí
aap êîäèðóåò áåëîê AAP (assembly-activating protein) â àëüòåðíàòèâíîé ðàìêå
ñ÷èòûâàíèÿ, ïåðåêðûâàþùåé ãåí êàïñèäíûõ áåëêîâ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ýòîò
ÿäåðíûé áåëîê îáåñïå÷èâàåò ñáîðêó êàïñèäà [19]. Ïîïàâ â êëåòêó, AAV íå ìî-
æåò ðåïëèöèðîâàòüñÿ ñàì ïî ñåáå, ïîñêîëüêó åãî ãåíîì íå êîäèðóåò ïîëíûé
íàáîð áåëêîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ åãî ðåïëèêàöèè. Äëÿ óñïåøíîé ðåïëèêàöèè
äîëæíà ïðîèçîéòè åãî êîèíôåêöèÿ ñî âñïîìîãàòåëüíûì âèðóñîì, êîòîðûé
áóäåò ïðîèçâîäèòü íåäîñòàþùèå áåëêè. Â ïðèðîäå åñòåñòâåííûì âñïîìîãà-
òåëüíûì âèðóñîì äëÿ AAV ÿâëÿåòñÿ àäåíîâèðóñ, íî êîèíôåêöèÿ ñ âèðóñîì
ãåðïåñà è áàêóëîâèðóñîì òàêæå ìîæåò îáåñïå÷èâàòü åãî ðåïëèêàöèþ â êëå-
òî÷íîé êóëüòóðå [18, 20, 21].

Ïðè ñîçäàíèè âåêòîðîâ íà îñíîâå AAV èç âèðóñíîãî ãåíîìà óäàëÿþòñÿ
âñå ãåíû, íåîáõîäèìûå äëÿ ðåïëèêàöèè è ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñòèö. Â êëåòî÷-
íûå êóëüòóðû, ïðîèçâîäÿùèå âèðóñ, ýòè ãåíû ââîäÿòñÿ â âèäå ïëàçìèä, à ñàì
âèðóñ ñîõðàíÿåò òîëüêî ITR, áåç êîòîðûõ íå ïðîèçîøëà áû óïàêîâêà ãåíîìà â
êàïñèä. Ìåæäó ITR âñòðàèâàåòñÿ ãåí (òðàíñãåí) è íåîáõîäèìûå äëÿ åãî
òðàíñêðèïöèè ýëåìåíòû — ïðîìîòîð è òåðìèíàòîð (ïîëèàäåíèíîâàÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòü), êîòîðûå òðåáóåòñÿ äîñòàâèòü â êëåòêè [22]. Ïîïàâ â ÿäðî êëåò-
êè, òàêîé âåêòîð ñèíòåçèðóåò êîìïëåìåíòàðíóþ èñõîäíîé íèòü ÄÍÊ, ïîñëå
÷åãî îáðàçóåò êîëüöåâóþ ñòðóêòóðó — ýïèñîìó (â îòëè÷èå îò âèðóñà äèêîãî
òèïà, êîòîðûé âñòðàèâàåòñÿ â õðîìîñîìó êëåòêè-õîçÿèíà), êîòîðàÿ îáåñïå÷è-
âàåò ýêñïðåññèþ òðàíñãåíà ÷åðåç âíóòðèêëåòî÷íûå ìåõàíèçìû òðàíñêðèïöèè
è òðàíñëÿöèè.

Èäåÿ îïòîãåíåòè÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ ñåò÷àòêè ñîñòîèò â òîì, ÷òî ýêñï-
ðåññèÿ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ áåëêîâ â íåéðîíàõ ñåò÷àòêè, â êîòîðîé ïðîèçîø-
ëà íåîáðàòèìàÿ äåãåíåðàöèÿ ôîòîðåöåïòîðîâ, ïðåäïîëîæèòåëüíî ïîçâîëèò
ïðåâðàòèòü èõ â ïñåâäîôîòîðåöåïòîðû, à ïëàñòè÷íîñòü öåíòðàëüíîé íåðâíîé
ñèñòåìû ïîçâîëèò àäàïòèðîâàòüñÿ ê âîñïðèÿòèþ êàðòèíû, ïåðåäàâàåìîé áåç
ó÷àñòèÿ ïàëî÷åê è êîëáî÷åê. Ê âèðóñíîìó âåêòîðó äëÿ îïòîãåíåòè÷åñêîãî
ïðîòåçèðîâàíèÿ äåãåíåðèðîâàâøåé ñåò÷àòêè ïðåäúÿâëÿåòñÿ äâà îñíîâíûõ òðå-
áîâàíèÿ. Âî-ïåðâûõ, îí äîëæåí îáåñïå÷èâàòü ñåëåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ ýêçî-
ãåííîãî áåëêà â êëåòêàõ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåäà÷å çðèòåëüíîé èíôîðìàöèè â
ìîçã âûæèâøèõ ôîòîðåöåïòîðàõ (êàê ïðàâèëî, êîëáî÷êàõ), áèïîëÿðíûõ è
ãàíãëèîçíûõ êëåòêàõ, ïðè÷åì æåëàòåëüíî, ÷òîáû ýêñïðåññèÿ ïðîèñõîäèëà â
îäíîì êîíêðåòíîì òèïå êëåòîê, âî èçáåæàíèå ïåðåêðûâàíèÿ ñèãíàëîâ, èäó-
ùèõ îò ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Âî-âòîðûõ, ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûé áåëîê äîëæåí
ñîîòâåòñòâîâàòü çàäà÷å òåðàïèè, íàïðèìåð îáåñïå÷èâàòü âîññòàíîâëåíèå çðå-
íèÿ ñ ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ èëè äàâàòü ïðîòèâîïîëîæ-
íóþ ðåàêöèþ íà ñâåò â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ, ñîçäàâàÿ íîâûå ON- è OFF-ïóòè

1394



1395

ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ñåò÷àòêå. Ïåðâîå òðåáîâàíèå ìîæåò áûòü âûïîëíåíî ñ
ïîìîùüþ ñåëåêòèâíîãî ïðîìîòîðà äëÿ ãåíà èíòåðåñà (à òàêæå ñïîñîáà
äîñòàâêè âèðóñà â ñåò÷àòêó), âòîðîå — ïðàâèëüíûì âûáîðîì ãåíà, êîäèðóþ-
ùåãî ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûé áåëîê èç ïóëà ñóùåñòâóþùèõ îïòîãåíåòè÷åñêèõ
èíñòðóìåíòîâ.

1. ÏÐÎÌÎÒÎÐ

Äëÿ òîãî ÷òîáû êîíñòðóêò, ñîäåðæàùèé öåëåâîé òðàíñãåí, ýêñïðåññèðî-
âàëñÿ â êëåòêå-ìèøåíè, òðåáóåòñÿ, ÷òîáû îí áûë ðàñïîçíàí ìåõàíèçìàìè
òðàíñêðèïöèè â äàííîé êëåòêå. Äëÿ ýòîé öåëè ñëóæèò ïðîìîòîð ãåíà. Èìåííî
ïðîìîòîð âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò èíòåíñèâíîñòü ýêñïðåññèè, à òàêæå òî, â êà-
êèõ òèïàõ êëåòîê áóäåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ òðàíñãåí, ïîñêîëüêó ñ íèì ñâÿçû-
âàþòñÿ ñïåöèôè÷íûå òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû è êîìïëåêñ áåëêîâ, ðåàëè-
çóþùèõ ñàì ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè.

Â îáëàñòè ãåííîé òåðàïèè è îïòîãåíåòè÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ äåãåíåðè-
ðîâàííîé ñåò÷àòêè ðàçíûå íàó÷íûå ãðóïïû ñòàâèëè ñâîåé öåëüþ äîáèòüñÿ ñå-
ëåêòèâíîé ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ â ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòêàõ (óöåëåâøèõ
ïðè äåãåíåðàöèè êîëáî÷êàõ), â áèïîëÿðíûõ èëè â ãàíãëèîçíûõ êëåòêàõ. Ñîîò-
âåòñòâåííî ðàçðàáàòûâàëèñü ïðîìîòîðû, â òîé èëè èíîé ñòåïåíè îáåñïå÷è-
âàþùèõ ñåëåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ â ïåðå÷èñëåííûõ òèïàõ êëåòîê. Äëÿ äîñòè-
æåíèÿ ýòîé öåëè èññëåäîâàòåëè ôîêóñèðîâàëè ñâîå âíèìàíèå íà ïðîìîòîðàõ
ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â êëåòêàõ èíòåðåñà. Òàê, íàïðè-
ìåð, ÷òîáû îãðàíè÷èòü ýêñïðåññèþ âåêòîðà áèïîëÿðíûìè êëåòêàìè ñåò÷àòêè,
áûëî ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü ïðîìîòîð ãåíà ñïåöèôè÷åñêîãî ìåòàáîòðîï-
íîãî ðåöåïòîðà ãëóòàìàòà (mGluR6 — ãåí Grm6), ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ èñê-
ëþ÷èòåëüíî â ON-áèïîëÿðíûõ êëåòêàõ. Äëÿ ñåëåêòèâíîé ýêñïðåññèè â ãàíã-
ëèîçíûõ êëåòêàõ èñïîëüçîâàëèñü ïðîìîòîðû íà îñíîâå ãåíîâ ãàììà-ñèíóêëå-
èíà (SNCG, [23]), ñèíàïñèíà (hSyn, [24]) èëè òÿæåëîé öåïè íåéðîôèëàìåíòîâ
(Nefh, [25]), êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò â ïðåäåëàõ ñåò÷àòêè ñåëåêòèâíóþ ýêñï-
ðåññèþ â ãàíãëèîçíûõ êëåòêàõ. Àíàëîãè÷íûì ñïîñîáîì áûëè ïîäîáðàíû ïðî-
ìîòîðû è äëÿ ñåëåêòèâíîé ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ â ñîõðàíÿþùèõñÿ íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè êîëáî÷êàõ. Òàê, èçâåñòíû óñïåøíûå ïî-
ïûòêè èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ýòîé öåëè ïðîìîòîðîâ îïñèíà ñèíå÷óâñòâèòåëüíûõ
êîëáî÷åê ìûøè (mBP, [26]) è êðàñíî÷óâñòâèòåëüíûõ êîëáî÷åê ÷åëîâåêà
(hRO), à òàêæå êîëáî÷êî-ñïåöèôè÷íîãî àððåñòèíà ìûøè (mCAR, [27]).

Îäíàêî ïðèìåíÿòü ïðîìîòîðû èçáðàííûõ ãåíîâ â èõ èñõîäíîì âèäå äëÿ
äîñòàâêè êîíñòðóêòîâ ïðè ïîìîùè AAV çàòðóäíèòåëüíî: åñòåñòâåííûå ïðî-
ìîòîðû ñëèøêîì äëèííû, à åìêîñòü AAV êàê âåêòîðà îãðàíè÷èâàåòñÿ ïðè-
áëèçèòåëüíî 4.7 òûñÿ÷àìè íóêëåîòèäîâ, è â ýòîò îáúåì äîëæåí ïîìèìî ïðî-
ìîòîðà óëîæèòüñÿ ãåí ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî áåëêà. Äëÿ óìåíüøåíèÿ äëèíû
ïðîìîòîðîâ ïðè ñîõðàíåíèè èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ðàçíûå ãðóïïû
èññëåäîâàòåëåé ñòàëè âûäåëÿòü èç åñòåñòâåííûõ ïðîìîòîðîâ íàèáîëåå çíà÷è-
ìûå äëÿ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ôðàãìåíòû ñóììàðíîé äëèíîé íå áîëåå
1—2 òûñÿ÷ íóêëåîòèäîâ.

Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ñåëåêòèâíîé ýêñïðåññèè â ON-áèïîëÿðíûõ
êëåòêàõ äîñòàòî÷íî íàëè÷èÿ 200-íóêëåîòèäíîé ýíõàíñåðíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè èç ãåíà Grm6, è ìèíèìàëüíûé íåñåëåêòèâíûé ïðîìîòîð SV40, ñëèòûé
ñ îäíîé èëè ÷åòûðüìÿ êîïèÿìè òàêîãî ýíõàíñåðà, îáåñïå÷èâàåò ýôôåêòèâíóþ
òðàíñäóêöèþ êàíàëüíîãî ðîäîïñèíà â ON-áèïîëÿðíûõ êëåòêàõ ñåò÷àòêè ìû-
øåé [28, 29]. Â ðàáîòå Q. Lu è ñîàâò. [30] áûë ïðîâåäåí ïîèñê äîïîëíèòåëüíûõ



öèñ-ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ â ãåíå Grm6, è íåñêîëüêî ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
èç 3-ãî è 4-ãî èíòðîíà äàííîãî ãåíà áûëè ñîâìåùåíû ñ ôðàãìåíòîì åãî æå
ïðîìîòîðà äëÿ ýêñïðåññèè âåêòîðîâ íà îñíîâå AAV. Âåêòîð ñ òàêèì óëó÷-
øåííûì ïðîìîòîðîì ïðîäåìîíñòðèðîâàë âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü è ñåëåê-
òèâíîñòü ýêñïðåññèè â ON-áèïîëÿðíûõ êëåòêàõ ìûøåé è èãðóíêîâûõ îáåçü-
ÿí. Òàêæå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí óñïåøíûé ìèíèïðîìîòîð äëÿ íàïðàâëåííîé
ýêñïðåññèè â áèïîëÿðíûõ êëåòêàõ áûë ïîëó÷åí â ðàìêàõ ïðîåêòà Pleiades Pro-
moter Project [31], â êîòîðîì íîâûå ìèíèïðîìîòîðû ðàçðàáàòûâàëè ìåòîäàìè
áèîèíôîðìàòèêè â òðè ñòàäèè: èäåíòèôèêàöèÿ ãåíîâ, ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåñ-
ñèðóåìûõ â îñîáûõ òèïàõ êëåòîê íåðâíîé ñèñòåìû, êîìïüþòåðíîå ïðîãíîçè-
ðîâàíèå ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé â ãåíàõ ÷åëîâåêà, îòâåòñòâåííûõ çà ñïåöèôè-
÷åñêóþ ýêñïðåññèþ, è ïðîâåðêà êîìïàêòíûõ ìèíèïðîìîòîðîâ â ýêñïåðèìåí-
òàõ íà ìûøàõ. Ñêîíñòðóèðîâàííûé òàêèì ñïîñîáîì ìèíèïðîìîòîð Ple155
çàïóñêàåò íàäåæíóþ è íàïðàâëåííóþ ýêñïðåññèþ òðàíñãåíà â ON-áèïîëÿð-
íûõ êëåòêàõ ñåò÷àòêè ìûøåé, íîêàóòíûõ ïî ãåíó íèêòàëîïèíà (Nyx) ïîñëå
èíúåêöèè âèðóñà [32]. Â ðàìêàõ òîãî æå ïðîåêòà E. Simpson è ñîàâò. [33] ðàçðà-
áîòàëè ìèíèïðîìîòîð Ple345 (ïðîìîòîð ëåãêîé öåïè íåéðîôèëàìåíòà, NEFL)
äëÿ ñåëåêòèâíîé ýêñïðåññèè êîíñòðóêòîâ â ãàíãëèîçíûõ êëåòêàõ ñåò÷àòêè, è
åãî ýôôåêòèâíîñòü áûëà äîêàçàíà íà ìûøàõ è íà ìàêàêàõ-ðåçóñàõ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïðåäëîæåí óæå öåëûé ðÿä ïðî-
ìîòîðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ñåëåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ â áèïîëÿðíûõ è ãàíãëè-
îçíûõ êëåòêàõ ñåò÷àòêè, îäíîâðåìåííî ïðèõîäèò è îñîçíàíèå íîâûõ ïðîáëåì
íà ïóòè èõ ïðèìåíåíèÿ â äåãåíåðèðîâàííîé ñåò÷àòêå. Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ïðî-
öåññà äåãåíåðàöèè ñòðàäàþò ôîòîðåöåïòîðíûå êëåòêè, à âíóòðåííèå íåéðîí-
íûå ñëîè âûæèâàþò. Òåì íå ìåíåå â ýòèõ ñëîÿõ èäåò íåîáðàòèìàÿ ïåðåñòðîé-
êà, âëåêóùàÿ çà ñîáîé èçìåíåíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ áåëêîâ.
Âñëåäñòâèå ýòîãî, ïðîìîòîðû, êîòîðûå áûëè ïîäîáðàíû äëÿ çäîðîâîé ñåò÷àò-
êè, ìîãóò íå ðàáîòàòü â ñåò÷àòêå äåãåíåðèðîâàííîé. Òàêæå ïîä îäíèì è òåì
æå ïðîìîòîðîì ðàçëè÷íûå ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûå áåëêè ìîãóò ýêñïðåññèðî-
âàòüñÿ ïî-ðàçíîìó. Òàê, íàïðèìåð, áàêòåðèàëüíûé êàíàëüíûé ðîäîïñèí ñå-
ëåêòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ ïîä ïðîìîòîðîì 4xGRM6-SV40 â ON-áèïîëÿðíûõ
êëåòêàõ äåãåíåðèðîâàííîé ñåò÷àòêè [34], îäíàêî òàêîãî íå íàáëþäàåòñÿ äëÿ
õèìåðíîãî ðåöåïòîðà íà îñíîâå ìåëàíîïñèíà [35]. Àâòîðû äàííîãî èññëåäî-
âàíèÿ ñòîëêíóëèñü ñ òåì, ÷òî, â îòëè÷èå îò çäîðîâîé ñåò÷àòêè êîíòðîëüíûõ
ìûøåé, â äåãåíåðèðîâàííîé ñåò÷àòêå íîêàóòíûõ æèâîòíûõ íå íàáëþäàëîñü
ýêñïðåññèè öåëåâûõ òðàíñãåíîâ â ON-áèïîëÿðíûõ êëåòêàõ, âìåñòî êîòîðûõ
òðàíñäóöèðîâàíû îêàçàëèñü ïðåèìóùåñòâåííî àìàêðèíîâûå êëåòêè (îáåñïå-
÷èâàþùèå ëàòåðàëüíûå ñâÿçè âî âíóòðåííèõ ñëîÿõ ñåò÷àòêè).

2. ÃÅÍ ÑÂÅÒÎ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÃÎ ÁÅËÊÀ

Ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûå áåëêè, ïðèìåíÿåìûå â îïòîãåíåòèêå, ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé îïñèíû 1-ãî è 2-ãî òèïà, à òàêæå èõ ïðîèçâîäíûå. Ïî ñâîåé ñòðóêòóðå
îïñèíû îáîèõ òèïîâ ÿâëÿþòñÿ òðàíñìåìáðàííûìè áåëêàìè, ñîäåðæàùèìè
ñåìü òðàíñìåìáðàííûõ ñïèðàëüíûõ äîìåíîâ, îäíàêî ìåæäó íèìè îòñóòñòâó-
åò ãîìîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî. Îïñèíû 1-ãî òèïà ïðèñóòñòâóþò ó ïðîêàðèîò,
âîäîðîñëåé è ãðèáîâ è ÿâëÿþòñÿ èîííûìè êàíàëàìè, èëè òðàíñïîðòåðàìè, à
îïñèíû 2-ãî òèïà õàðàêòåðíû òîëüêî äëÿ æèâîòíûõ è ïðåäñòàâëåíû â îñíîâ-
íîì G-áåëîê-ñâÿçûâàþùèìè ðåöåïòîðàìè (GPCR), îáåñïå÷èâàþùèìè ôóíê-
öèþ ôîòîðåöåïöèè, èëè ñèíõðîíèçàöèè öèðêàäíûõ ðèòìîâ. Ïî òèïó äåéñòâèÿ
ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûå áåëêè ìîãóò èíãèáèðîâàòü íåéðîí ïóòåì ãèïåðïîëÿðè-
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çàöèè ìåìáðàíû èëè àêòèâèðîâàòü åãî ÷åðåç äåïîëÿðèçàöèþ. Èç âñåãî ðàçíî-
îáðàçèÿ îïñèíîâ 1-ãî òèïà äëÿ öåëåé îïòîãåíåòèêè èñïîëüçóþòñÿ êàíàëîðî-
äîïñèíû (äåïîëÿðèçóþò íåéðîí), áàêòåðèîðîäîïñèíû è ãàëîðîäîïñèíû (ãè-
ïåðïîëÿðèçóþò íåéðîí).

Êàíàëîðîäîïñèíû ÿâëÿþòñÿ ñâåòîóïðàâëÿåìûìè íåñåëåêòèâíûìè êàòèîí-
íûìè êàíàëàìè, âïåðâûå îáíàðóæåííûìè ó îäíîêëåòî÷íîé ïðåñíîâîäíîé âî-
äîðîñëè Chlamydomonas reinhardtii [36, 37]. Ó C. reinhardtii èìååòñÿ äâà êàíàëî-
ðîäîïñèíà, ïåðâîãî (ChR1) è âòîðîãî (ChR2) òèïà, êîòîðûå îáëàäàþò ñõîæè-
ìè ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè, îäíàêî ïîñêîëüêó ChR2 ëó÷øå
ýêñïðåññèðóåòñÿ â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, èìåííî îí áûë âïåðâûå ïðèìå-
íåí â îïòîãåíåòèêå [38], à òàêæå ïîñëóæèë îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ ëèíåéêè ìî-
äèôèöèðîâàííûõ áåëêîâ ñ óëó÷øåííûìè ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêà-
ìè. Çà ïîëòîðà äåñÿòèëåòèÿ, ïðîøåäøèõ ñ îòêðûòèÿ è ïåðâîãî ïðèìåíåíèÿ
êàíàëîðîäîïñèíîâ, ðàçëè÷íûìè ãðóïïàìè áûëî ñîçäàíî áîëåå 20 èõ ìîäèôè-
êàöèé èç C. reinhardtii è äðóãèõ èñòî÷íèêîâ (ñì. îáçîðû [39, 40]). Òàê, ìîäèôè-
öèðîâàííûé êàíàëîðîäîïñèí ChETA, ïîëó÷åííûé èç ChR2 çàìåíîé ãëóòàìè-
íîâîé êèñëîòû â ïîëîæåíèè 123 íà òðåîíèí, îáëàäàåò â íåñêîëüêî ðàç áîëü-
øèì áûñòðîäåéñòâèåì [41], à õèìåðíûé êàíàëîðîäîïñèí C1V1, ñîñòàâëåííûé
èç ChR1 è îïñèíà VChR1, âûäåëåííîãî èç âîäîðîñëè Volvox carteri [42], îáëà-
äàåò ñäâèíóòûì â êðàñíóþ îáëàñòü ñïåêòðîì äåéñòâèÿ è áîëåå âûñîêèì, ÷åì
ó ChR2, òîêîì ÷åðåç êàíàë â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè. Îïñèíû ChEF è ChIEF ÿâ-
ëÿþòñÿ õèìåðàìè ChR1 è ChR2 è îáëàäàþò ïî ñðàâíåíèþ ñ íèìè ìåíüøåé
äåñåíñèòèçàöèåé, ëó÷øåé ýêñïðåññèåé è âñòðàèâàíèåì â ìåìáðàíó êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ [43].

Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ íåéðîíàëüíîé àêòèâíîñòè (è ñîçäàíèÿ OFF-ïóòåé ïå-
ðåäà÷è ñèãíàëà) ïðèìåíÿþòñÿ îïòîãåíåòè÷åñêèå èíñòðóìåíòû, ãèïåðïîëÿðè-
çóþùèå êëåòêó è çàòðóäíÿþùèå òåì ñàìûì ãåíåðàöèþ ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ.
Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþòñÿ àíèîííûå è ïðîòîííûå ïîìïû, çàêà÷èâàþùèå èîíû
õëîðà âíóòðü êëåòêè è âûêà÷èâàþùèå ïðîòîíû èç öèòîïëàçìû âî âíåêëåòî÷-
íîå ïðîñòðàíñòâî ïðîòèâ ýëåêòðîõèìè÷åñêîãî ãðàäèåíòà. Â êà÷åñòâå õëîðíîé
ïîìïû èñïîëüçóåòñÿ ãàëîðîäîïñèí NpHR èç àðõåÿ Natronomonas pharaonis
[44, 45]. Äàëüíåéøåå ïðèìåíåíèå ãàëîðîäîïñèíà äëÿ óïðàâëåíèÿ íåéðîíàìè
ìëåêîïèòàþùèõ ïîòðåáîâàëî ñîçäàíèÿ íîâûõ âåðñèé ñ óëó÷øåííûì ìåìá-
ðàííûì òðàíñïîðòîì è áîëåå âûñîêèì óðîâíåì òîêà ÷åðåç êàíàë (eNpHR2.0 è
eNpHR3.0 [46, 47]). Ìîäèôèöèðîâàííûé ãàëîðîäîïñèí Jaws ñî ñäâèíóòîé â êðàñ-
íóþ ñïåêòðàëüíóþ îáëàñòü ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ îáëàäàåò â òðè ðàçà áîëüøåé
ïðîâîäèìîñòüþ, ÷åì ïðèðîäíûé [48]. Ïðîòîííûå ïîìïû ðåæå èñïîëüçóþòñÿ êàê
îïòîãåíåòè÷åñêèå èíñòðóìåíòû äëÿ ïðîòåçèðîâàíèÿ ñåò÷àòêè, ïîñêîëüêó ïðèðîä-
íûå áàêòåðèîðîäîïñèíû è èõ àíàëîãè îêàçàëèñü òîêñè÷íû è ïëîõî èíòåãðèðîâà-
ëèñü â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Îäíàêî èñêóññòâåííî ñîçäàííûå áåëêè Arch è
ArchT (íà îñíîâå îïñèíîâ èç àðõåÿ Halorubrum sodomense), Mac (èç ãðèáà Lep-
tosphaeria maculans) è eBR (íà îñíîâå áàêòåðèîðîäîïñèíà èç Halobacterium
salinarum) ìîãóò îêàçàòüñÿ âîñòðåáîâàííûìè â äàëüíåéøåì [44, 49, 50].

Òàêèì îáðàçîì, íåñêîëüêî ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ áåëêîâ — îïñèíîâ
1-ãî òèïà, — ïîñëóæèëè ìàòðèöàìè äëÿ ñîçäàíèÿ íàáîðîâ îïòîãåíåòè÷åñêèõ
èíñòðóìåíòîâ, ïðèñïîñîáëåííûõ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ðàçëè÷íûõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ ïðîòîêîëàõ. Êðîìå òîãî, ïî÷òè ñðàçó ïîñëå èõ ïîÿâëåíèÿ ýòè èí-
ñòðóìåíòû áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ öåëåé ïðîòåçèðîâàíèÿ ñåò÷àòêè ñ äåãåíå-
ðàòèâíûìè èçìåíåíèÿìè ó íîêàóòíûõ æèâîòíûõ [28, 34, 51]. Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ ñëó÷àÿõ áûë äîñòèãíóò îïðåäåëåííûé óñïåõ â òðàíñ-
äóêöèè áèïîëÿðíûõ è ãàíãëèîçíûõ êëåòîê ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûìè áåëêàìè
è ïîÿâëÿëàñü ðåàêöèÿ íà ñâåò, èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü îñòàåòñÿ êðàéíå íèçêîé.



Ýòà ïðîáëåìà åñòåñòâåííûì îáðàçîì âûòåêàåò èç ïðèðîäû ñâåòîçàâèñè-
ìîé ïðîâîäèìîñòè êàíàëà èëè ïîìïû, ãäå îäèí êâàíò ñâåòà îòêðûâàåò èëè
çàïóñêàåò òîëüêî îäèí êàíàë ïðîâîäèìîñòè. Ïðîâîäèìîñòü îäèíî÷íîãî êàíà-
ëà èìååò åñòåñòâåííûå îãðàíè÷åíèÿ ïî âåëè÷èíå èîííîãî òîêà, ïîýòîìó
äëÿ ñóùåñòâåííîãî óâåëè÷åíèÿ âîçáóæäàþùåãî äåïîëÿðèçóþùåãî òîêà â îò-
âåò íà îäèí êâàíò íåîáõîäèìî, ÷òîáû ïîãëîùåíèå îäíîãî êâàíòà ïðèâîäèëî
ê îòêðûòèþ ñðàçó ìíîãèõ êàíàëîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, êàê ýòî ïðî-
èñõîäèò â åñòåñòâåííîì êàñêàäå ôîòîòðàíñäóêöèè â ôîòîðåöåïòîðàõ ïîçâî-
íî÷íûõ [52]. Ïîäîáíóþ ôóíêöèþ ìîãóò îñóùåñòâëÿòü GPCR, ê êîòîðûì îòíî-
ñÿòñÿ îïñèíû æèâîòíûõ. Îäíàêî èõ ïðèìåíåíèå ñîïðÿæåíî ñ ðÿäîì òðóä-
íîñòåé.

Âñå îïñèíû ñîäåðæàò õðîìîôîðíóþ ãðóïïó — ðåòèíàëü, êîòîðûé èçîìå-
ðèçóåòñÿ ïîñëå ïîãëîùåíèÿ êâàíòà ñâåòà. Ïîñëå èçîìåðèçàöèè õðîìîôîðà
êîìïëåêñ õðîìîôîð—áåëîê ïåðåõîäèò â âûñîêîýíåðãåòè÷åñêîå ñîñòîÿíèå,
äàëåå áåëîê ñàìîïðîèçâîëüíî ìåíÿåò êîíôîðìàöèþ è ïåðåõîäèò â àêòèâíîå
ñèãíàëüíîå ñîñòîÿíèå. Ïîñëå èçîìåðèçàöèè õðîìîôîð ìîæåò ëèáî îñòàòüñÿ
ñâÿçàííûì ñ áåëêîì (îïñèíû 1-ãî òèïà è R-îïñèíû, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ îï-
ñèíû áåñïîçâîíî÷íûõ è ìåëàíîïñèí ïîçâîíî÷íûõ), ëèáî îòäåëèòüñÿ îò áåë-
êîâîé ÷àñòè (Ñ-îïñèíû, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ âñå çðèòåëüíûå áåëêè ïîçâîíî÷-
íûõ). Ðàçëè÷èå â ñóäüáå õðîìîôîðíîé ãðóïïû ïîñëå ôîòîàêòèâàöèè îïðåäå-
ëÿåò ñïîñîá ðåãåíåðàöèè ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî áåëêà äëÿ âîçâðàòà åãî
îáðàòíî â òåìíîâîå ñîñòîÿíèå. Â ïåðâîì ñëó÷àå îáðàòíàÿ èçîìåðèçàöèÿ õðî-
ìîôîðà ïðîèñõîäèò ñàìîïðîèçâîëüíî ïîä äåéñòâèåì òåïëîâûõ êîëåáàíèé ìî-
ëåêóëû èëè ïðè ïîãëîùåíèè ôîòîíà ñ äëèíîé âîëíû áîëüøåé, ÷åì òðåáîâà-
ëîñü äëÿ ïðÿìîé èçîìåðèçàöèè. Ðåãåíåðàöèÿ æå Ñ-îïñèíà òðåáóåò íàëè÷èÿ
ñïåöèàëüíûõ ôåðìåíòíûõ è òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì, èìåþùèõñÿ òîëüêî â ôî-
òîðåöåïòîðíûõ êëåòêàõ, ÷òî ìîæåò ñóùåñòâåííî çàòðóäíèòü èñïîëüçîâàíèå
äàííîãî áåëêà êàê îïòîãåíåòè÷åñêîãî èíñòðóìåíòà â äåãåíåðèðîâàâøåé ñåò-
÷àòêå. Ýòó ïðîáëåìó ìîæíî ïðåîäîëåòü ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ îïòîãåíåòè-
÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ òàêèõ áåëêîâ, êàê ìåëàíîïñèí, îòíîñÿùèõñÿ ê R-îï-
ñèíàì, è â òî æå âðåìÿ îáëàäàþùèõ íèçêîé èììóíîãåííîñòüþ, òàê êàê îíè
ýêñïðåññèðóþòñÿ â êëåòêàõ ïîçâîíî÷íûõ.

Îäíàêî äàëåå âîçíèêàåò ïðîáëåìà ñîîòâåòñòâèÿ GPCR — G-áåëîê, ïî-
ñêîëüêó, íàïðèìåð, ìåëàíîïñèí èìååò ñðîäñòâî ê áåëêó Gq, â òî âðåìÿ êàê â
ñåò÷àòêå ïîìèìî êàñêàäà ôîòîòðàíñäóêöèè èçâåñòåí òîëüêî îäèí ñèãíàëüíûé
êàñêàä, çàïóñêàåìûé GPCR è ïðèâîäÿùèé ê èçìåíåíèþ ïðîâîäèìîñòè èîí-
íûõ êàíàëîâ íåéðîíà — êàñêàä ON-áèïîëÿðíûõ êëåòîê (äëÿ îáçîðà ñì. [53]),
ôóíêöèîíèðóþùèé ÷åðåç áåëîê Go. Âîçìîæíûì è ïåðñïåêòèâíûì ðåøå-
íèåì, ïîçâîëÿþùèì ïðåîäîëåòü ýòî îãðàíè÷åíèå, ìîæåò ñòàòü ñîçäàíèå
ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ õèìåðíûõ GPCR. Òàêèå ðåöåïòîðû äîëæíû, êàê è ïðè-
ðîäíûå çðèòåëüíûå ðîäîïñèíû, ñîñòîÿòü èç ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî äîìåíà è
Ñ-êîíöà, àêòèâèðóþùåãî íåîáõîäèìûé G-áåëîê, è òàêèì îáðàçîì óïðàâëÿòü
ïðîâîäèìîñòüþ êàíàëîâ â êëåòêàõ ñåò÷àòêè. Ïåðâûå õèìåðíûå ðåöåïòîðû,
åùå íå èìåâøèå ïðèëîæåíèÿ ê ïðîòåçèðîâàíèþ ñåò÷àòêè, íàçâàííûå optoXR,
áûëè ñîçäàíû ãðóïïîé Êàðëà Äåéñåðîòà è ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ìîëåêóëó ðî-
äîïñèíà ñ ñîõðàíåííûìè âíåêëåòî÷íûìè è ÷àñòè÷íî âíóòðèìåìáðàííûìè
äîìåíàìè è ïîëîñòüþ äëÿ õðîìîôîðà, è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ÷àñòüþ, çàìå-
íåííîé íà Ñ-êîíöåâûå ÷àñòè a- èëè b-àäðåíîðåöåïòîðîâ. Ñîñòàâëåííàÿ òàêèì
îáðàçîì õèìåðíàÿ ìîëåêóëà áûëà ñïîñîáíà ïîãëîùàòü êâàíò ñâåòà è çàïóñ-
êàòü ñèãíàëüíûå êàñêàäû, îñíîâàííûå íà Gq- è Gs-áåëêàõ [54, 55]. Ïîçäíåå ñïå-
öèàëüíî äëÿ öåëåé ïðîòåçèðîâàíèÿ ON-áèïîëÿðíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè áûëà
ñêîíñòðóèðîâàíà õèìåðà èç ìåëàíîïñèíîâîãî ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîãî äîìåíà è
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öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíà ãëóòàìàòåðãè÷åñêîãî ìåòàáîòðîïíîãî ðåöåïòî-
ðà mGluR6, çàïóñêàþùåãî ñèãíàëüíûé êàñêàä íà îñíîâå áåëêà Go [56, 57]. Òàê-
æå íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ íà ïðåäìåò ñðîäñòâà ê ðàçëè÷íûì G-áåëêàì áûë
ïðîòåñòèðîâàí ðÿä õèìåðíûõ ðåöåïòîðîâ, â òîì ÷èñëå õèìåðû ìåæäó ÷åëîâå-
÷åñêèì ïàëî÷êîâûì ðîäîïñèíîì è mGluR6, à òàêæå ïàëî÷êîâûì ðîäîïñèíîì
è îïñèíàìè, ñâÿçûâàþùèìèñÿ ñ áåëêîì Go (îïñèí-1 ëàíöåòíèêà Branchiosto-
ma belcheri è îïñèí-2 ãðåáåøêà Patinopecten yessoentes) [58].

ÄÎÑÒÀÂÊÀ ÃÅÍÎÂ Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ AAV ÂÅÊÒÎÐÎÂ

Ýôôåêòèâíîñòü ãåííîé òåðàïèè ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé âî ìíîãîì îïðåäåëÿ-
åòñÿ âûáîðîì ñïîñîáà äîñòàâêè âèðóñíûõ êîíñòðóêòîâ ê ñåò÷àòêå. Ñóùåñòâó-
åò äâà îñíîâíûõ âàðèàíòà äîñòàâêè âèðóñíûõ âåêòîðîâ (ñì. ðèñóíîê, À): ïó-
òåì èíúåêöèè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà (èíòðàâèòðåàëüíî) èëè ïóòåì èíúåê-
öèè â óçêóþ ùåëü ìåæäó ñëîåì ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ è ôîòîðåöåïòîðíûì
ñëîåì ñåò÷àòêè (ñóáðåòèíàëüíî) [6, 59]. Âûáîð ñïîñîáà èíúåêöèè çàâèñèò, ãëàâ-
íûì îáðàçîì, îò êîíå÷íîé öåëè ïðîòåçèðîâàíèÿ: èíòðàâèòðåàëüíûé ïóòü íàè-
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëåí äëÿ äîñòàâêè òðàíñãåíîâ â êëåòêè âíóòðåííèõ ñëîåâ
ñåò÷àòêè (ãàíãëèîçíûå è áèïîëÿðíûå êëåòêè), ñóáðåòèíàëüíûé ïóòü áîëåå
ïîäõîäèò äëÿ òàðãåòèíãà êëåòîê âíåøíèõ ñëîåâ (ôîòîðåöåïòîðîâ èëè êëåòîê
ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ).

Îáà âàðèàíòà äîñòàâêè èìåþò ñâîè ïðåèìóùåñòâà è íåäîñòàòêè. Ñàìà ïðî-
öåäóðà èíòðàâèòðåàëüíîé èíúåêöèè äîñòàòî÷íî ïðîñòà â âûïîëíåíèè è ñ÷è-
òàåòñÿ ìåíåå èíâàçèâíîé ïî ñðàâíåíèþ ñ ñóáðåòèíàëüíîé. Íåñìîòðÿ íà îòíî-

Ïóòè ââåäåíèÿ âèðóñíûõ âåêòîðîâ â ñåò÷àòêó.

À — èíòðàâèòðåàëüíàÿ èíúåêöèÿ ïðîâîäèòñÿ â ñòåêëîâèäíîå òåëî, è âèðóñíûå ÷àñòèöû ïîäõîäÿò ê ñåò-
÷àòêå ñî ñòîðîíû âíóòðåííåé ïîãðàíè÷íîé ìåìáðàíû. Ñóáðåòèíàëüíàÿ èíúåêöèÿ ïðîèçâîäèòñÿ â ïðî-
ñòðàíñòâî ìåæäó ïèãìåíòíûì ýïèòåëèåì (ÏÝ) è íàðóæíîé ïîãðàíè÷íîé ìåìáðàíîé; Á — çðèòåëüíàÿ
èíôîðìàöèÿ â çäîðîâîé ñåò÷àòêå ïåðåäàåòñÿ îò ôîòîðåöåïòîðîâ (ÔÐ) ÷åðåç áèïîëÿðíûå êëåòêè (ÁÊ) íà
ãàíãëèîçíûå êëåêè (ÃÊ), ÷üè àêñîíû âìåñòå îáðàçóþò çðèòåëüíûé íåðâ, èäóùèé â ìîçã. Ìþëëåðîâñêèå
êëåòêè (ÌÊ) âûïîëíÿþò ôóíêöèè ãëèè è îáðàçóþò âíóòðåííþþ è íàðóæíóþ ïîãðàíè÷íûå ìåìáðàíû

ñåò÷àòêè.



ñèòåëüíóþ áåçîïàñíîñòü ïðîöåäóðû, èíòðàâèòðåàëüíûå èíúåêöèè âñå æå íå-
ñóò â ñåáå ðèñê ïîñëåîïåðàöèîííûõ îñëîæíåíèé: îïèñàíû åäèíè÷íûå ñëó÷àè
ýíäîôòàëüìèòà, îòñëîéêè ñåò÷àòêè, ïîâðåæäåíèÿ õðóñòàëèêà, ïîâûøåíèÿ
âíóòðèãëàçíîãî äàâëåíèÿ [60]. Â îòëè÷èå îò èíúåêöèé â ñòåêëîâèäíîå òåëî
ãëàçà, ñóáðåòèíàëüíûå èíúåêöèè îòíîñÿò ê êàòåãîðèè ñëîæíûõ ïî òåõíèêå
âûïîëíåíèÿ ïðîöåäóð è òðåáóþò âûñîêîé êâàëèôèêàöèè îôòàëüìîõèðóðãîâ.
Èñïîëüçóåìàÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ äâóõýòàïíàÿ òåõíèêà ñóáðåòèíàëüíûõ èíú-
åêöèé [61, 62] ïîçâîëÿåò ìèíèìèçèðîâàòü âîçìîæíûå ðèñêè îòñëîéêè ñåò÷àòêè,
íî íå óñòðàíèòü èõ ïîëíîñòüþ. Âèòðåîýêòîìèÿ (÷àñòè÷íîå óäàëåíèå ñòåêëî-
âèäíîãî òåëà ãëàçà) êàê ÷àñòü ïðîöåäóðû ñóáðåòèíàëüíîé èíúåêöèè ïîâûøà-
åò ðèñê ðàçâèòèÿ êàòàðàêòû [63], òîãäà êàê ñóáðåòèíàëüíàÿ èíúåêöèÿ ñàìà ïî
ñåáå ìîæåò âûçâàòü ëîêàëüíîå èñòîí÷åíèå íàðóæíîãî ÿäåðíîãî ñëîÿ ñåò÷àòêè
[64]. Êðîìå òîãî, èìåþòñÿ äàííûå î òàêèõ îñëîæíåíèÿõ, êàê êðîâîèçëèÿíèå â
ñåò÷àòêó è ïîä êîíúþíêòèâó [65], ïåðôîðèðîâàíèå ìàêóëÿðíîé îáëàñòè ñåò-
÷àòêè [66], îñòðûé ýíäîôòàëüìèò [67]. Îäíàêî ââèäó íåäîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñò-
âà èíôîðìàöèè î ïîñëåîïåðàöèîííûõ îñëîæíåíèÿõ ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ñóáðå-
òèíàëüíûõ èíúåêöèé, ðåàëüíî îöåíèòü áåçîïàñíîñòü ýòîé ïðîöåäóðû ïîêà äî-
ñòàòî÷íî ñëîæíî.

Â îòëè÷èå îò èíúåêöèé â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà, ñóáðåòèíàëüíûé ïóòü
äîñòàâêè âèðóñíûõ âåêòîðîâ õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëåå ýôôåêòèâíîé âèðóñíîé
òðàíñäóêöèåé îò÷àñòè ïîòîìó, ÷òî ââåäåííûå âåêòîðû îêàçûâàþòñÿ â íåïî-
ñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ñåò÷àòêè. Ïðè èíòðàâèòðåàëüíîì ñïîñîáå äîñòàâêè
âåðîÿòíîñòü èíôèöèðîâàíèÿ êëåòîê-ìèøåíåé íèæå, ÷åì ïðè ñóáðåòèíàëüíûõ
èíúåêöèÿõ (ïðè òîì æå òèòðå âèðóñà). Ïðè÷èíà ýòîãî êðîåòñÿ â àíàòîìè÷å-
ñêèõ áàðüåðàõ, ïðåïÿòñòâóþùèõ äèôôóçèè âèðóñíûõ ÷àñòèö èç ñòåêëîâèäíî-
ãî òåëà ê ñåò÷àòêå (ñì. íèæå). Â èññëåäîâàíèÿõ íà îáåçüÿíàõ áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïðè èíòðàâèòåàëüíîé èíúåêöèè AAV ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè âî âñåé
ñåò÷àòêå íà äâà ïîðÿäêà íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ èíúåêöèåé â ñóáðåòèíàëüíîå
ïðîñòðàíñòâî [68].

×òîáû óâåëè÷èòü ýôôåêòèâíîñòü òðàíñäóêöèè ïðè èíòðàâèòðåàëüíîì ñïî-
ñîáå äîñòàâêè âèðóñîâ è ïðèáëèçèòü åå ê óðîâíþ ñóáðåòèíàëüíûõ èíúåêöèé,
íåîáõîäèìî ñóùåñòâåííî óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî âèðóñíûõ ÷àñòèö â èíòðàâèò-
ðåàëüíîé èíúåêöèè. Ýòîãî ìîæíî äîñòèãíóòü ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè âè-
ðóñîâ â èíúåêöèè è/èëè îáúåìà ñàìîé èíúåêöèè. Îäíàêî óâåëè÷åíèå òèòðà
âèðóñà ïîâûøàåò èììóíîãåííîñòü èíúåêöèè è ìîæåò âûçâàòü ñåðüåçíûå ïî-
ñëåäñòâèÿ ñî ñòîðîíû èììóííîé ñèñòåìû. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ãëàçà ïîçâî-
íî÷íûõ æèâîòíûõ îòíîñÿò ê òàê íàçûâàåìûì èììóíîëîãè÷åñêè ïðèâèëåãèðî-
âàííûì îðãàíàì, âèðóñíûå âåêòîðû ìîãóò ïðîíèêàòü â êðîâåíîñíîå ðóñëî ïî-
ñëå èõ ââåäåíèÿ. Òàê, â èññëåäîâàíèÿõ íà îáåçüÿíàõ AAV-âåêòîðû áûëè
îáíàðóæåíû âî âñåõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, ïðè÷åì ïðè èíòðàâèòðåàëü-
íîì ñïîñîáå ââåäåíèÿ òèòð âèðóñà â íèõ áûë âûøå, ÷åì â ñëó÷àå ñóáðåòèí-
àëüíûõ èíúåêöèé [68]. Ðàñïðîñòðàíåíèå AAV çà ïðåäåëû îáîëî÷åê ãëàçà ïî-
âûøàåò âåðîÿòíîñòü îáðàçîâàíèÿ íåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë, êîòîðûå äàæå
ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ýôôåêòèâíû â îòíîøåíèè AAV è â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ ñïîñîáíû ïîäàâëÿòü ïðîäóêòèâíóþ âèðóñíóþ òðàíñäóêöèþ. Ðàçâè-
òèå ãóìîðàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà, êàê ñëåäñòâèå ïðîíèêíîâåíèÿ AAV â
êðîâü è ëèìôàòè÷åñêóþ ñèñòåìó, íàáëþäàëîñü ïîñëå èíúåêöèé è â ñòåêëî-
âèäíîå òåëî [69], è â ñóáðåòèíàëüíîå ïðîñòðàíñòâî ãëàçà [70]. Êðîìå òîãî, îêà-
çàëîñü, ÷òî öèðêóëèðóþùèå â îðãàíèçìå íåéòðàëèçóþùèå àíòè-AAV àíòèòå-
ëà ïîñëå èíòðàâèòðåàëüíûõ èíúåêöèé ñíèæàþò ýêñïðåññèþ ïîâòîðíî ââåäåí-
íûõ òðàíñãåíîâ [71], òîãäà êàê ïîñëå ñóáðåòèíàëüíûõ èíúåêöèé èõ âëèÿíèå íà
ýôôåêòèâíîñòü âèðóñíîé òðàíñäóêöèè íåçíà÷èòåëüíî [72].

1400



1401

Íà ïóòè ðàñïðîñòðàíåíèÿ âèðóñíûõ ÷àñòèö ê êëåòêàì-ìèøåíÿì â ñåò÷àòêå
èìåþòñÿ ñâîè ïðåïÿòñòâèÿ â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà ââåäåíèÿ (ñì. ðèñó-
íîê, Á) [6, 73]. Ïðè èíúåêöèè â ñóáðåòèíàëüíîå ïðîñòðàíñòâî âèðóñàì, íåñó-
ùèì òðàíñãåíû â ôîòîðåöåïòîðû èëè êëåòêè áîëåå ãëóáîêèõ ñëîåâ ñåò÷àòêè,
íåîáõîäèìî ïðåîäîëåòü íàðóæíóþ ïîãðàíè÷íóþ ìåìáðàíó, îáðàçîâàííóþ
àäãåçèîííûìè êîíòàêòàìè ìåæäó ôîòîðåöåïòîðàìè è îòðîñòêàìè êëåòîê
Ìþëëåðà. Âèðóñíûå ÷àñòèöû, äèôôóíäèðóþùèå èç ïîëîñòè ñòåêëîâèäíîãî
òåëà ãëàçà ê ñåò÷àòêå, äîëæíû ïðåîäîëåòü ñàìî âåùåñòâî ñòåêëîâèäíîãî òåëà
è âíóòðåííþþ ïîãðàíè÷íóþ ìåìáðàíó, êîòîðàÿ îáðàçîâàíà áàçàëüíîé è ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé ìþëëåðîâñêèõ êëåòîê. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî âíóòðåííÿÿ
ïîãðàíè÷íàÿ ìåìáðàíà ÿâëÿåòñÿ îñíîâíîé ïðåãðàäîé äëÿ ñâîáîäíîé äèôôó-
çèè âèðóñíûõ ÷àñòèö èç ïîëîñòè ñòåêëîâèäíîãî òåëà è êàê ñëåäñòâèå äëÿ ýô-
ôåêòèâíîé âèðóñíîé òðàíñäóêöèè êëåòîê ñåò÷àòêè, îñîáåííî åå âíåøíèõ ñëî-
åâ [73]. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïðåäëîæåíî íåñêîëüêî îòíîñèòåëüíî áåçîïàñ-
íûõ ìåòîäîâ îáðàáîòêè âíóòðåííåé ïîãðàíè÷íîé ìåìáðàíû, óëó÷øàþùèõ åå
ïðîïóñêíóþ ñïîñîáíîñòü äëÿ ðåêîìáèíàíòíûõ âèðóñîâ, à èìåííî ëàçåðíàÿ
ôîòîêîàãóëÿöèÿ [74], õèðóðãè÷åñêàÿ äåñêâàìàöèÿ (ïèëèíã) [75], ëèçèñ íåñïåöè-
ôè÷åñêèìè ïðîòåàçàìè [73, 76].

Ñ ïðîáëåìîé íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè âèðóñíîé òðàíñäóêöèè áîðþòñÿ è ïó-
òåì ìîäèôèêàöèè ñàìèõ íîñèòåëåé òðàíñãåíîâ — âèðóñíûõ ÷àñòèö. Ïîêà-
çàíî, ÷òî AAV-âåêòîðû, àññîöèèðîâàííûå ñ ýêçîñîìàìè, çíà÷èòåëüíî ïðåâîñ-
õîäÿò îáû÷íûå AAV ïî ýôôåêòèâíîñòè âèðóñíîé òðàíñäóêöèè: ïîñëå èíòðà-
âèòðåàëüíîé èíúåêöèè îíè îáíàðóæèâàëèñü â áîëüøèíñòâå áèïîëÿðíûõ
êëåòîê è íåêîòîðûõ ôîòîðåöåïòîðàõ ñåò÷àòêè ìûøè [77]. Ñ÷èòàþò, ÷òî AAV,
àññîöèèðîâàííûå ñ ýêçîñîìàìè, îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé ïðîíèêàþùåé ñïî-
ñîáíîñòüþ ÷åðåç àíàòîìè÷åñêèå áàðüåðû (â òîì ÷èñëå è ÷åðåç âíóòðåííþþ
ïîãðàíè÷íóþ ìåìáðàíó ñåò÷àòêè) [78] è áîëåå óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ íåéòðà-
ëèçóþùèõ àíòè-AAV àíòèòåë ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷íûìè AAV [79].

Êîíñòðóèðîâàíèå íîâûõ âàðèàíòîâ âèðóñíûõ êàïñèäîâ ìîæåò òàêæå ñïî-
ñîáñòâîâàòü ðåøåíèþ ïðîáëåìû íèçêîé òðàíñäóêöèè êëåòîê-ìèøåíåé ñåò÷àò-
êè. Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ðàçëè÷íûõ ñåðîòèïîâ âèðóñà äèêîãî òèïà, íàèáî-
ëåå èçó÷åííûì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ AAV2. Ýòî, à òàêæå òîò ôàêò, ÷òî ýòî
åäèíñòâåííûé òèï êàïñèäà, ñïîñîáíûé ïðîíèêàòü ÷åðåç âíóòðåííþþ ïîãðà-
íè÷íóþ ìåìáðàíó, õîòü è ñ íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ [73], ïðèâåëî ê òîìó, ÷òî
òîëüêî îí è åãî ìîäèôèêàöèè èñïîëüçóþòñÿ äëÿ äîñòàâêè òðàíñãåíîâ â ñåò-
÷àòêó. Äëÿ ìîäèôèêàöèè êàïñèäà ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ åãî ïðîíèêàþùåé ñïî-
ñîáíîñòè ïðèìåíÿåòñÿ òàê íàçûâàåìûé ìåòîä íàïðàâëåííîé ýâîëþöèè. Ñóòü
ýòîãî ìåòîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ñãåíåðèðîâàííàÿ çàðàíåå áèáëèîòåêà âèðóñîâ
ñ ðàçëè÷íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè â ãåíå cap ïîìåùàåòñÿ â ñðåäó, ñîîòâåò-
ñòâóþùóþ òêàíè, äëÿ òðàíñäóêöèè êîòîðîé ðàçðàáàòûâàåòñÿ âèðóñ (êóëüòóðà
êëåòîê èëè æèâîå æèâîòíîå), ãäå âûæèâàþò òîëüêî òå âèðóñû, êàïñèä êîòî-
ðûõ îêàçàëñÿ íàèáîëåå ïîäõîäÿùèì äëÿ äàííûõ óñëîâèé (äëÿ îáçîðà ñì. [22]).
Òàê, âîçíèêøàÿ çàìåíà ôåíèëàëàíèíà íà òèðîçèí (Y-T) â îäíîì èëè íåñêîëü-
êèõ ïîëîæåíèÿõ â êàïñèäå AAV2 ïîçâîëèëà ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü âè-
ðóñíîé òðàíñäóêöèè, êàê ïîëàãàþò, çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé äåãðà-
äàöèè âèðóñîâ ïðîòåàñîìàìè [80—84]. Äðóãîé âàðèàíò êàïñèäà AAV — 7m8,
â êîòîðîì èìåþòñÿ çàìåùåíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ — ïîòåíöèàëüíûõ
ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ äîìåíàìè âíóòðåííåé ïîãðàíè÷íîé ìåìáðàíû, îòëè-
÷àåòñÿ åùå áîëåå ýôôåêòèâíîé òðàíñäóêöèåé âñåõ ñëîåâ ñåò÷àòêè ïîñëå èíò-
ðàâèòðåàëüíîé èíúåêöèè [85]. Ïîêàçàíî, ÷òî íà äàííûé ìîìåíò êàïñèä 7m8
ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì äëÿ òðàíñäóêöèè äåãåíåðèðîâàâøåé ñåò÷àò-
êè ìûøåé, à òàêæå ñåò÷àòêè ïðèìàòîâ è ÷åëîâåêà [86]. Äàëüíåéøåå óñîâåð-



øåíñòâîâàíèå äèçàéíà âèðóñíûõ âåêòîðîâ ïîçâîëèò ñäåëàòü èíòðàâèòðåàëü-
íûé ñïîñîá äîñòàâêè âèðóñíûõ âåêòîðîâ áåçîïàñíûì è ýôôåêòèâíûì äëÿ îï-
òîãåíåòè÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ ñåò÷àòêè.

ÏÐÎÁËÅÌÀ ÄÎÑÒÀÂÊÈ ÁÎËÜØÈÕ ÒÐÀÍÑÃÅÍÎÂ

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ãåííàÿ (â òîì ÷èñëå è îïòîãåíåòè÷åñêàÿ) òåðàïèÿ íà
îñíîâå AAV ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì ê ëå÷åíèþ áîëüøèíñòâà íà-
ñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà. Îäíàêî â ðÿäå ñëó÷àåâ îãðàíè÷åííàÿ åì-
êîñòü âèðóñíîãî ãåíîìà ñîçäàåò îïðåäåëåííûå òðóäíîñòè ïðè óïàêîâêå òðàíñ-
ãåíà áîëüøîé äëèíû â ýêñïðåññèîííóþ êàññåòó îäèíî÷íîãî âèðóñà [87]. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî âåðõíèé ïðåäåë âìåñòèìîñòè ãåíîìà âåêòîðà íà îñíîâå AAV
ñîñòàâëÿåò ~5.2 òûñÿ÷è íóêëåîòèäîâ, âûøå êîòîðîãî íàáëþäàåòñÿ ôðàãìåíòà-
öèÿ âèðóñíîãî ãåíîìà âíóòðè êëåòîê-ìèøåíåé è çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ýô-
ôåêòèâíîñòè âèðóñíîé òðàíñäóêöèè [88, 89].

Îäíàêî ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ÷àñòè ôðàãìåíòèðîâàííîãî âèðóñíîãî ãåíîìà,
ðàçìåð êîòîðîãî ïðåâûøàåò ïðåäåëüíî äîïóñòèìûé, ñïîñîáíû óæå âíóòðè
êëåòêè ñîáèðàòüñÿ â ïîëíîöåííóþ ýêñïðåññèîííóþ êàññåòó è, òàêèì îáðàçîì,
ñëóæèòü ìàòðèöåé äëÿ ñèíòåçà èíòåðåñóþùåãî áåëêà [90]. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå
ëåãëî â îñíîâó ðàçðàáîòêè íîâîãî ìåòîäà äîñòàâêè â êëåòêè-ìèøåíè òðàíñ-
ãåíà áîëüøîé äëèíû ñ ïîìîùüþ ïàðû AAV. Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî âàðè-
àíòîâ òàêîãî ïîäõîäà (äëÿ îáçîðà ñì. [91]), âñå îíè îñíîâàíû íà ñïîñîáíîñòè
èíâåðòèðîâàííûõ êîíöåâûõ ïîâòîðîâ (ITR) è/èëè ãîìîëîãè÷íûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ãåíîìîâ ãèáðèäèçîâàòüñÿ è îáðàçîâûâàòü êîíêàòàìåðû. Èññëå-
äîâàíèÿ in vitro è in vivo [92—95] ïîêàçàëè ïðàêòè÷åñêóþ âîçìîæíîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ äâóõâåêòîðíîãî ïîäõîäà è äëÿ ëå÷åíèÿ äåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé
ñåò÷àòêè, äëÿ êîòîðûõ èñïîëüçîâàíèå îäíîâåêòîðíîãî ïîäõîäà çàòðóäíèòåëü-
íî èëè äàæå íåâîçìîæíî (íàïðèìåð, áîëåçíè Øòàðãàðòà, ñèíäðîìà Àøåðà).
Â ðàìêàõ îïòîãåíåòè÷åñêîãî ïðîòåçèðîâàíèÿ ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü
âîçìîæíîñòü äîñòàâêè ãåíîâ ñðàçó íåñêîëüêèõ áåëêîâ â îäíó êëåòêó, ãäå
îíè ìîãëè áû îáðàçîâûâàòü íåçàâèñèìûé ñâåòîóïðàâëÿåìûé ñèãíàëüíûé
êàñêàä, èëè ðàçëè÷íûõ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûõ áåëêîâ (äåïîëÿðèçóþùèõ è
ãèïåðïîëÿðèçóþùèõ) â ðàçíûå êëåòêè äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ON- è OFF-ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé.

Îäíàêî âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ äâóõâåêòîðîíîãî ïîäõîäà â êëèíèêå ïî-
êà äàëåêà îò ðåàëèçàöèè ïî ðÿäó ïðè÷èí. Âî-ïåðâûõ, íåâûñîêàÿ âåðîÿòíîñòü
êîòðàíñôåêöèè êëåòêè-ìèøåíè ïàðîé âèðóñíûõ âåêòîðîâ è ïîñëåäóþùèå ãî-
ìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ è ñïëàéñèíã ãåííûõ ïðîäóêòîâ ñêàçûâàþòñÿ íà ýô-
ôåêòèâíîñòè âèðóñíîé òðàíñäóêöèè. Âî-âòîðûõ, íèçêèé óðîâåíü ãîìîëîãè÷-
íîé ðåêîìáèíàöèè â ïîñòìèòîòè÷åñêèõ íåéðîíàõ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò ýô-
ôåêòèâíîñòü ãèáðèäèçàöèè âåêòîðîâ ñ îáðàçîâàíèåì êîíêàòàìåðîâ [95].
Â-òðåòüèõ, âûñîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýôôåêòèâíîñòè òðàíñäóêöèè ïàðîé AAV
â èññëåäîâàíèÿõ íà ñåò÷àòêå in vivo (5—100 % ïî ñðàâíåíèþ ñ ýôôåêòèâíî-
ñòüþ îäíîâåêòîðíîãî ïîäõîäà) [92, 94] ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ëèìèòèðóþùèõ ôàê-
òîðîâ äëÿ âíåäðåíèÿ ýòîãî ïîäõîäà â êëèíè÷åñêóþ ïðàêòèêó. Íåñìîòðÿ íà
ýòî, âûñêàçûâàþòñÿ íàäåæäû, ÷òî äàëüíåéøàÿ îïòèìèçàöèÿ äâóõâåêòîðíîãî
ïîäõîäà ïîçâîëèò â áóäóùåì äîñòàâëÿòü áîëüøèå òðàíñãåíû â êëåòêè-ìèøå-
íè íå òîëüêî ñ ïîìîùüþ äâóõ, íî è òðåõ âèðóñîâ [91].
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Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå áîãàòîãî àðñåíàëà ñðåäñòâ äëÿ îïòîãåíåòè÷åñêîãî
ïðîòåçèðîâàíèÿ ñåò÷àòêè, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñåëåêòèâíûå ïðîìîòîðû, ðàç-
ëè÷íûå ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûå áåëêè è èíñòðóìåíòû ïî äîñòàâêå âèðóñîâ â
ñåò÷àòêó, ìåòîäèêà âîññòàíîâëåíèÿ çðåíèÿ âñå åùå äàëåêà îò ñîâåðøåíñòâà.
Çà÷àñòóþ òùàòåëüíî ïîäîáðàííûå êîìïîíåíòû âåêòîðà âåäóò ñåáÿ â ïðîòåçè-
ðóåìîé ñåò÷àòêå íåïðåäñêàçóåìûì îáðàçîì: âèðóñû ëèáî íå ïðîíèêàþò â
íåéðîíû ñåò÷àòêè, ëèáî äîñòàâëÿåìûé èìè òðàíñãåí ýêñïðåññèðóåòñÿ ñîâñåì
â äðóãîì òèïå êëåòîê, ÷åì îæèäàëîñü. Ðàçíûå ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûå áåëêè ïîä
îäíèì è òåì æå ïðîìîòîðîì äåìîíñòðèðóþò ðàçíûå ïðîôèëè ýêñïðåññèè, ÷òî
ïîäíèìàåò âîïðîñ îá âçàèìíîì âëèÿíèè ïðîìîòîðà è ãåíà èíòåðåñà. Òàêæå
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî çàäà÷à ïî äîñòàâêå ãåíîâ â äåãåíåðèðóþùóþ ñåò÷àòêó
íå ýêâèâàëåíòíà äîñòàâêå â çäîðîâóþ. Ýòî ñâÿçàíî ñ ðåìîäåëèðîâàíèåì âíóò-
ðåííèõ êëåòî÷íûõ ñëîåâ ïîñëå äåãåíåðàöèè ôîòîðåöåïòîðîâ è ïîòåðè ñè-
íàïòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ ñ íèìè. Èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî åñëè âíîâü äàòü
âîçìîæíîñòü âûæèâøèì êëåòêàì ðàáîòàòü â ñîñòàâå ñèñòåìû, ïåðåäàþùåé
çðèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ â ìîçã, òî íà íåêîòîðûõ ñòàäèÿõ äåãåíåðàöèè ðåìî-
äåëèðîâàíèå ìîæíî îñòàíîâèòü èëè äàæå îáðàòèòü âñïÿòü [96]. Èñõîäÿ èç ýòî-
ãî åñòåñòâåííî áóäåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àíàëîãè÷íîãî ðåçóëüòàòà ìîæíî äî-
áèòüñÿ è ïðè âîññòàíîâëåíèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïîñëå ïðåâðàùåíèÿ ÷àñòè ñî-
õðàíèâøèõñÿ íåéðîíîâ ñåò÷àòêè â ïñåâäîôîòîðåöåïòîðû [97].

Äëÿ óñïåøíîãî âûáîðà âñåõ êîìïîíåíòîâ âåêòîðà íåîáõîäèìî çàðàíåå
èìåòü ïðåäñòàâëåíèå îá èçìåíåíèÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ â äåãåíåðèðóþùåé ñåò-
÷àòêå, íå òîëüêî íà ìîðôîëîãè÷åñêîì, íî è íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå, â òîì
÷èñëå èçìåíåíèÿõ ýêñïðåññèîííîãî ïðîôèëÿ. Íîâûå äàííûå ïîìîãóò âûáðàòü
îïòèìàëüíûå ïðîìîòîðû äëÿ ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ, îòñåÿâ òå, ÷òî ñîçäàíû
íà îñíîâå ãåíîâ, ÷üÿ ýêñïðåññèÿ ïîäàâëÿåòñÿ â äåãåíåðèðóþùåé ñåò÷àòêå. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðè ðàçðàáîòêå íîâûõ âåêòîðîâ íåîáõîäèìî îïèðàòüñÿ íà áîëåå
îáøèðíóþ áàçó çíàíèé î ïðîöåññàõ, èìåþùèõ ìåñòî ïðè äåãåíåðàöèè ñåò÷àò-
êè, ÷òî òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
ïî äàííîìó âîïðîñó.

Ðàáîòà ïîääåðæàíà ïðîãðàììîé ÏÐÀÍ 0132-2018-0007.
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