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Работа посвящена исследованию возможности использования нетаргетированной экспрессии жи-
вотного опсина в различных нейрональных элементах дегенеративной сетчатки для восстановления
нарушенной зрительной функции. В ходе исследования нокаутным мышам, являющимся моделью
дегенеративных заболеваний сетчатки, была произведена интравитреальная инъекция суспензии
вирусных частиц, несущих ген коротковолнового колбочкового опсина, связанного с репортерным
флуоресцентным белком, или контрольных вирусов, несущих модифицированный флуоресцент-
ный белок с повышенной тропностью к мембране. Было показано, что вирусная трансдукция вы-
зывает выраженную экспрессию опсина в ганглиозных, биполярных и горизонтальных нейронах
сетчатки. Поведенческие тестирования инъецированных мышей, проведенные в трапециевидном
водном лабиринте Морриса, показали частичное восстановление возможности обучения в задаче с
восприятием зрительных стимулов у животных, сетчатка которых была трансдуцирована колбочко-
вым опсином.
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Наследственные дистрофии сетчатки пред-
ставляют собой генетически разнородную группу
заболеваний, которые приводят к гибели фоторе-
цепторов и, в ряде случаев, к полной слепоте. Од-
ним из перспективных подходов к лечению на-
следственных дистрофий сетчатки является опто-
генетическое протезирование, при котором в

выживших клетках внутренних слоев сетчатки
эктопически экспрессируется экзогенный свето-
чувствительный белок, в результате чего эти клет-
ки приобретают светочувствительность [1, 2].
В экспериментальных исследованиях оптогене-
тического протезирования сетчатки нашли при-
менение опсины обоих классов – как микробные,
так и животного происхождения. Микробные
опсины, такие как канальный родопсин-2, обла-
дают более быстрыми временными характери-
стиками, чем животные опсины, однако их све-
точувствительность невысока. Тем не менее про-
тезирование дегенеративной сетчатки этими
опсинами обеспечивало восстановление зритель-
ных функций у грызунов [3–5] и частично у паци-
ентов [6, 7]. Опсины животного происхождения,
благодаря сопряжению с внутриклеточными уси-
лительными каскадами, обладают на много по-
рядков более высокой светочувствительностью,
существенно более широким динамическим диа-
пазоном световосприятия, а также меньшей веро-
ятностью иммунного ответа. Основное затрудне-
ние, которое стоит на пути перед клиническим
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применением животных опсинов, заключается в
малой изученности особенностей их функциони-
рования в условиях чужеродной клетки. Несмот-
ря на это, имеются сообщения о восстановлении
зрительных функций у слепых животных после
протезирования сетчатки такими опсинами по-
звоночных, как меланопсин [8], средневолновой
колбочковый опсин [9] и родопсин палочек [10].
Наиболее часто применяемый подход предпола-
гает таргетированную экспрессию гена опсина в
определенной субпопуляции клеток сетчатки.
Гипотетически, это должно позволить отчасти
сохранить в сетчатке естественные сетевые меха-
низмы обработки информации. Мы решили про-
верить другой подход – неселективную экспрес-
сию опсина в максимально большом количестве
разных типов клеток сетчатки, что должно обес-
печить максимальный возможный зрительный
ответ на свет. Предполагается, что пластичность
нервной системы позволит мозгу обрабатывать
сложный зрительный сигнал, приходящий от
“протезированных” нейронных элементов сет-
чатки.

В работе были использованы мыши, нокаут-
ные по гену β-субъединицы фосфодиэстеразы
6 типа (Pde6b). Данная линия мышей (rd1_KO)
была недавно создана на базе ИТБМ СПбГУ пу-
тем делеции двух нуклеотидов в первом экзоне ге-
на Pde6b методом CRISPR/Cas9 [11]. У мышей
данной линии, так же, как и у широко используе-
мой линии rd1, происходит нарушение работы
фосфодиэстеразы палочек, что приводит к гибели
фоторецепторов и полной потере зрения к 4-й не-
деле жизни [12]. Однако широко распространен-
ная в мире и единственная доступная в России
линия мышей с фенотипом rd1 – C3H/Crl – несет
в себе дополнительную мутацию в гене Gpr179,
которая приводит к нарушению работы ON-би-
полярных клеток [13]. Поскольку ключевым для
нашего подхода является оптогенетическое про-
тезирование максимально большого количества
нейрональных элементов сетчатки, в том числе
биполяров, традиционная линия rd1 не подходи-
ла для наших экспериментов. У мышей линии
rd1_KO, так же как у rd1, в первый месяц жизни
развиваются дегенеративные изменения фоторе-
цепторного слоя сетчатки. В частности, было по-
казано, что примерно к месячному возрасту у мы-
шей линии rd1_KO полностью пропадает фотоот-
вет на электроретинограмме, а фоторецепторный
слой сетчатки практически исчезает [11].

В стекловидное тело глаза мышей в возрасте
3–4 мес вводилась суспензия вирусных частиц в
стандартном фосфатно-солевом буфере с добав-
лением 0.001% плюроника, в объеме около
1.5 мкл на глаз. Контрольной группе животных
вводился вирус AAV2-CAG-fGFP в концентра-
ции 2.9 ⋅ 1012 вирусных геномов (вг) в мл, содер-
жавший ген фарнезилированного GFP. Данная

конструкция обладает повышенной способно-
стью к встраиванию в клеточную мембрану, что
делает ее более схожей с колбочковым опсином,
который применялся в опытной группе. В опыт-
ной группе мышам осуществлялась интравитре-
альная инъекция вируса AAV2-CAG-SWopsin-
mCherry (Addgene Plasmid #62932) в концентра-
ции 6.9 ⋅ 1012 вг/мл. Вирусы были синтезированы
в ФГБУ Федеральном центре мозга и нейротехно-
логий ФМБА России. Мы использовали сильный
неспецифический промотор CAG, чтобы зара-
зить максимальное количество типов клеток в
сетчатке. Через три недели после инъекции мыши
были подвергнуты поведенческому тестирова-
нию в трапециевидном лабиринте Морриса. По-
сле завершения поведенческих экспериментов
животные были декапитированы. Приготовлен-
ные препараты сетчатки были подвергнуты мор-
фологическому анализу с использованием тради-
ционного флуоресцентного и лазерного сканирую-
щего конфокального микроскопов. Из 7 мышей,
инъецированных вирусом с коротковолновым
опсином, 6 показали удовлетворительный уро-
вень экспрессии конструкции, оцениваемый по
уровню флуоресценции репортерного белка
mCherry, в обоих глазах, хотя уровень экспрессии
варьировал между разными сетчатками. Было
найдено, что заражение ограничивается тремя
типами клеток сетчатки: ганглиозными, бипо-
лярными и горизонтальными клетками (рис. 1).
Причем в ганглиозных клетках наблюдались
скопления флуоресцентного белка в цитоплазме
клеток, при этом мембранной локализации кон-
струкции детектировано не было (рис. 1б). В би-
полярных и горизонтальных клетках, напротив,
наблюдалась выраженная мембранная локализа-
ция флуоресцентного белка, хотя скопления в
цитоплазме также присутствовали (рис. 1, в и г).
Одна мышь, у которой экспрессия опсина не бы-
ла выявлена ни в одном глазу, была исключена из
дальнейшего анализа. В контрольной группе, в
которой производилось введение вирусов с fGFP,
все животные продемонстрировали достаточный
уровень экспрессии репортерного флуоресцент-
ного белка.

Поведенческое тестирование в трапециевид-
ном водном лабиринте Морриса [14] проводилось
спустя две недели после инъекции вируса и со-
стояло из одного дня предварительного обучения
и шести дней собственно обучения, в каждый из
которых каждому животному давалось по 8 попы-
ток. Задачей животных было обучиться находить
скрытую под водой платформу, ориентируясь по
световому стимулу.

Во время предварительного обучения живот-
ное помещалось в воду непосредственно возле
скрытой платформы. Световой стимул представ-
лял собой съемную металлическую пластину с за-
крепленными на ней светодиодами с максиму-
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мом излучения на длине волны 470 нм. Светодио-
ды были сгруппированы в пять вертикальных
полос с шириной полосы 4 см и длиной 40 см;
расстояние между полосами также было 4 см
(рис. 2а). Таким образом, общий размер светово-
го стимула составлял 40 × 36 см. Результирующая
интенсивность излучения была 380 мкВт/см2 у
конца разделительной перегородки, где животное
должно было принять решение, в какой отсек ему
плыть. Положение стимула (левый либо правый
рукав лабиринта) чередовалось в псевдослучай-
ном порядке, причем стимул всегда располагался
в одном отсеке со скрытой платформой. По ито-
гам каждого дня обучения рассчитывался про-
цент успешных решений (доплытий), когда жи-
вотное находило платформу, ориентируясь на
световой стимул. Успешность решения оценива-
лась по двум критериям: по длительности попыт-
ки менее минуты и по отсутствию неверного ре-
шения – когда животное заплывало за раздели-
тель в неосвещенный рукав лабиринта (белая
пунктирная линия на рис. 2а). Для исключения

возможного эффекта теплового излучения от све-
тового стимула был произведен замер температу-
ры на данной линии в центре каждого рукава
(один был освещен, второй – не освещен), в не-
посредственной близости от уровня поверхности
воды. Даже спустя один час после включения сти-
мула температуры в двух этих точках не различа-
лись в пределах погрешности измерений (±0.1°С). 

Обучение продолжалось на протяжении шести
дней. Для статистического анализа мы суммиро-
вали данные по последним четырем дням обуче-
ния, что существенно снизило разброс данных.

Оказалось, что нокаутные мыши контрольной
группы, которым был введен вирус с fGFP, но без
гена колбочкового опсина, демонстрировали в
среднем 70.5 ± 1.9% правильных выборов. Это
значение значительно выше, чем можно было бы
ожидать от полностью слепых животных, кото-
рые должны были бы показать результат на уров-
не 50%.

По всей видимости, это связано с тем, что у
данной линии к тому возрасту, в котором в нашем

Рис. 1. Экспрессия коротковолнового колбочкового опсина, детектируемая по флуоресценции mCherry, в сетчатке
мышей после интравитреальной инъекции вируса AAV2-CAG-SWOpsin-mCherry. (а) Общий вид трансдуцированной
сетчатки. Шкала – 1 мм. (б) Конфокальная микрофотография трансдуцированных ганглиозных нейронов сетчатки.
(в) Биполярные нейроны. (г) Горизонтальные клетки. Шкала на в и г – 50 мкм.

(a) (б)

(в) (г)
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эксперименте были использованы животные,
произошла не полная дегенерация фоторецепто-
ров (в частности, колбочек) и какое-то остаточ-
ное зрение у них еще сохранилось. В то же время
мыши, инъецированные вирусом с колбочковым
опсином, продемонстрировали существенно
больший процент верных доплытий до платфор-
мы – 78.1 ± 2.7% (p < 0.05, t-критерий Стьюдента).

Дополнительно мы провели серию экспери-
ментов в трапециевидном водном лабиринте с нор-
мальными зрячими мышами линии C57BL/6J. Вы-
яснилось, что нормально видящие животные все-
го за четыре дня обучаются находить скрытую
платформу, находящуюся под световым стиму-
лом. Уже на четвертый день обучения процент
правильных доплытий в этой группе нормаль-
ных, зрячих мышей составлял 98.4 ± 1.6%.

Если рассматривать нокаутных животных с
экспрессированным опсином индивидуально, то
следует отметить, что две мыши при усреднении
за четыре последние дня обучения продемон-
стрировали очень высокий уровень правильных
решений – 87.5 и 84.4%. Более того, одна из этих
мышей в последний, шестой день обучения про-
демонстрировала 100% правильных ответов (8 по-
пыток из 8). Таким образом, можно заключить,
что неселективная экспрессия колбочкового оп-
сина может существенно улучшить зрительную
функцию у нокаутных мышей с дегенерацией фо-
торецепторного слоя сетчатки.

Для выяснения причин неравномерного рас-
пределения результатов поведенческих тестиро-
ваний мы проверили корреляцию уровня экс-
прессии опсина в нейронах сетчатки с результа-
тивностью обучения. Для этого препараты
сетчатки животных опытной группы с экспресси-
рованным опсином были с одинаковой экспози-
цией отсняты на CCD камеру, установленную на
эпифлуоресцентный микроскоп. После этого на
полученных фотографиях мы подсчитали коли-
чество пикселей, уровень яркости которых был
выше определенного порога, установленного
чуть выше уровня фоновой флуоресценции сет-
чатки. Таким образом, можно считать, что коли-
чество этих пикселей было прямо пропорцио-
нально количеству трансфицированных клеток.
Оказалось, что значимой корреляции между про-
центом правильных доплытий в лабиринте и
уровнем экспрессии опсина, оцененным по сред-
нему уровню флуоресценции, не наблюдалось
(r = 0.33, p = 0.52, критерий Пирсона).

Одно из возможных объяснений того, что не у
всех животных зрение восстановилось после
оптогенетического протезирования, может за-
ключаться в разной степени дегенерации (ремо-
делирования) нейронов сетчатки у разных жи-
вотных, что могло выражаться в разной степени
нарушения функционирования биполярных кле-

Рис. 2. Поведенческое тестирование мышей после
интравитреальной инъекции вирусных частиц.
(а) Внешний вид трапециевидного водного лабирин-
та Морриса. Животное помещали в стартовый отсек
(отмечен белой стрелкой), из которого оно выплыва-
ло на середину лабиринта. На рисунке в правом рука-
ве лабиринта пунктиром показана скрытая платфор-
ма, над которой располагался стимул в виде верти-
кальных светящихся полос. Белой пунктирной
линией показан уровень, на котором производилось
измерение яркости стимула. (б) Процент правильных
доплытий у мышей контрольной и опытной групп,
усредненный за последние 4 дня обучения. Верти-
кальные отрезки на диаграммах размаха охватывают
все точки данных, лежащие в пределах 1.5 межквар-
тильных расстояний от первого либо третьего кварти-
лей. Горизонтальные линии – медианы, пунктирные
линии – средние значения. Каждая точка соответ-
ствует одному животному.
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ток. Именно в биполярных клетках сетчатки на-
блюдался правильный мембранный паттерн экс-
прессии опсина. Исходя из этого, можно пола-
гать, что, скорее всего, именно эти клетки
вносили основной вклад в восстановление зри-
тельной функции у нокаутных мышей. Иными
словами, восстановления зрения не произошло у
животных с большей степенью дегенерации сет-
чатки и нарушенной функцией биполяров, не-
смотря на правильную, мембранную экспрессию
опсина.

Особенностью экспрессии опсина в ганглиоз-
ных клетках сетчатки в наших экспериментах яв-
лялось отсутствие мембранной локализации кон-
струкции, что могло приводить к тому, что опсин
в этих клетках был нефункционален. Возможным
путем повышения вероятности мембранной ло-
кализации опсина в трансдуцированных и бипо-
лярных, и ганглиозных клетках сетчатки является
включение в состав нашей генетической кон-
струкции специфических мотивов (например,
мотивов ER и TS), облегчающих встраивание
белка именно в плазматическую мембрану [15].

Таким образом, результаты наших экспери-
ментов позволяют заключить, что проведенная
впервые неселективная экспрессия колбочкового
опсина в нервных клетках сетчатки приводит к
достоверному улучшению зрительной функции
восприятия света у нокаутных мышей с дегенера-
цией фоторецепторного слоя. Данный подход
перспективен для дальнейших исследований с
целью создания эффективных методов оптогене-
тического протезирования дегенеративной сет-
чатки.
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Here, we explore the potential of an animal opsin non-selectively expressed in various neuronal elements of
the degenerative retina to restore impaired visual function. In this study, a knockout murine model of inher-
ited retinal distrophy was used. Animals were injected intravitreally with either a virus carrying gene of the
short-wavelength cone opsin associated with a reporter f luorescent protein, or a control virus carrying the se-
quence of a modified f luorescent protein that had an enhanced membrane tropism. The viral transduction
induced pronounced opsin expression in ganglion, bipolar, and horizontal retinal neurons. Behavioral testing
of the treated mice in the visually guided task in the trapezoid Morris water maze showed a partial recovery
of learning ability in animals whose retinas had been transduced with the cone opsin.
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