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Стратегия замены гена  
В 2000 году Ali R.R. с соавт. была использована 

стратегия замены мутировавшего гена PRPH2 у мы-
шей с аутосомно-доминантным пигментным рети-
нитом [1]. Ген PRPH2 кодирует белок периферин-2, 
участвует во взаимодействии клеток с внеклеточным 
матриксом и другими клетками, стабилизирует мем-
бранные диски в наружном сегменте фоторецепторов 
сетчатки. Мутации в гене PRPH2 приводят к сбоям в 
формировании и расположении фоторецепторов и раз-
витию целого ряда дегенеративных заболеваний сет-
чатки глаза – макулодистрофии, болезни Штаргардта, 
амавроза Лебера, белоточечной абиотрофии сетчатки. 
В результате субретинального введения AAV, несуще-
го трансген PRPH2, были восстановлены структурная 
целостность и функции фоторецепторов, но в течение 
длительного времени, они не сохранялись.  

Установлено, что у крыс RSC (Royal College of 
Surgeons of England – королевский колледж хирургов 
Англии) мутации гена MERTK приводят к нарушени-
ям фагоцитоза наружных сегментов фоторецепторов 
пигментным эпителием сетчатки. Ген MERTK являет-
ся членом MER/AXL/TYRO3 семейства киназных ре-
цепторов и кодирует фермент MER–протоонкогенная 
тирозинпротеинкиназа. При субретинальном введении 
аденовирусной конструкции с геном MERTK у крыс 
RSC было выявлено восстановление фагоцитарной 
способности ПЭС в близлежащих от места введения 
зонах и отмечалась временная задержка дегенерации 
фоторецепторов [2]. В других исследованиях достав-
ка гена MERTK производилась с использованием AAV 
[3] и LV [4]. Полученные результаты свидетельство-

вали о восстановлении фагоцитарной способности 
ПЭС, фоторецепторов и увеличении функциональной 
активности сетчатки (ЭРГ), которое сохранялось в те-
чение 4 месяцев при использовании LV и 9 недель при 
использовании AAV2. Несколько исследований было 
проведено на моделях врожденного амавроза Лебера. 
В субретинальное пространство у мышей с нокаутом 
Rpe65–/– вводили rAAV.RPE65 для замены гена RPE65, 
что приводило к замедлению процессов дегенерации и 
функциональному восстановлению фоторецепторов. 
Аналогичное исследование было проведено с исполь-
зованием (субретинальное введение) оптимизирован-
ного AAV (AAV2.RPE65), в результате у мышей было 
выявлено повышение функциональной активности 
сетчатки (ЭРГ) и остроты зрения, хотя оценка была 
ограничена только 3 месяцами, и никакой информа-
ции относительно дегенерации фоторецепторов не по-
ступало [5].  Данные исследования положили начало 
для разработки в последующем препарата – Luxturna 
(Spark Therapeutics Inc, Филадельфия, Пенсильвания, 
США), см. первую часть обзора (№1, 2021). 

С мутациями гена ABCA4 связана болезнь Штар-
гардта, форма аутосомно–рецессивной ювенильной 
макулярной дегенерации. Субретинальное введение 
вектора AAV2/5, с геном Abca4 приводило к сниже-
нию содержания липофусцина, улучшению морфо-
логии и повышению функций сетчатки на срок до 5 
месяцев [6].

Обзоры литературы 
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Стратегия подавления экспрессии генов (сайлен-
синг генов от англ. gene silencing, или в частности, 
выключение гена)

Сайленсинг генов может происходить как на уров-
не транскрипции, так и на посттранскрипционном 
уровне. Сайленсинг генов на уровне транскрипции 
является результатом модификации гистонов, в гете-
рохроматине, которая приводит к тому, что соответ-
ствующие участки ДНК становятся недоступными для 
аппарата (РНК–полимераза) и факторов транскрип-
ции.  Сайленсинг генов на посттранскрипционном 
уровне является результатом разрушения (деградации) 
мРНК соответствующих генов. Разрушение мРНК 
препятствует трансляции и формированию продукта 
гена (полипептида, белка). Общий механизм посттран-
скрипционного сайленсинга генов – это путь РНК–ин-
терференции (RNAi).

На сегодняшний день большой интерес представ-
ляет использование механизма РНК–интерферен-
ции (RNAi), позволяющей ингибировать экспрессию 
специфических генов. С этой целью используются 
различные антисмысловые ингибиторы – рибозимы, 
ингибиторы малых РНК (миРНК) и антисмысловые 
олигонуклеотиды.  

Рибозимы 
Рибозимы («головка молотка») (Rz) – небольшие 

по размеру каталитические РНК, обладающие высо-
кой каталитической активностью и специфичностью. 
В последние годы был достигнут значительный про-
гресс в области создания рибозимов с улучшенными 
свойствами и применения их для ингибирования экс-
прессии генов.

Использовались рибозимы, селективно расщепля-
ющие мутантную мРНК P23H и S334Ter, при аутосом-
но–доминантном пигментном ретините [7, 8], родоп-
сина и периферина независимо от мутаций [9, 10]. 

Gorbatyuk M.S. с соавт. при субретинальном введе-
нии AAV2–Rz397 нокаутированным по родопсину ге-
мизиготным (RHO +/–) мышам получили значительное 
(более 50%) снижение мРНК родопсина [11]. Этими же 
авторами было проведено еще одно исследование [12]. 
Рибозим Rz525, упакованный в капcид AAV5 (AAV5–
Rz525), катализирующий мРНК родопсина собак, мы-
шей и людей, но не крыс вводили субретинально транс-
генным крысам P23H (экспрессия трансгенной мРНК 
мыши и крысы). ОТ–ПЦР–анализ показал уменьшение 
трансгенной (мышиной) мРНК RHO на 46% и отсут-
ствие изменений в мРНК RHO крысы. Для того, чтобы 
одновременно блокировать мРНК RHO крысы (целесо-
образно при разных мутациях в одном и том же гене) в 
векторе AAV кроме рибозима Rz525 должен был быть 
размещен рибозим, катализирующий мРНК родопсина 
крыс, но в связи с тем, что это слишком большой объ-
ем, для данной стратегии это невозможно.  

Малые интерферирующие РНК (siRNA)
Малые интерферирующие РНК (siRNA, small 

interfering RNA) представляют класс двухцепочечных 

РНК, длиной 20–25 нуклеотидов, угнетают экспрес-
сию целевых генов и ингибируют синтез патологиче-
ских белков [13, 14, 15].

На сегодняшний день использование механизма 
РНК–интерференции (RNAi), позволяющего инги-
бировать экспрессию специфических генов, пред-
ставляет особенно большой интерес в лечении рети-
новаскулярной патологии, проводятся клинические 
исследования. Компания «Pfizer» (США) завершила 
клиническое исследование MONET (фаза II), в кото-
ром были подтверждены безопасность и эффектив-
ность siRNA PF–04523655 у пациентов с неоваскуляр-
ной ВМД [16].

Антисенс–терапия с использованием антисмысло-
вых олигонуклеотидов

Из множества способов генной терапии, доступных 
в настоящее время, определенный интерес представ-
ляет собой развивающееся в офтальмологии направле-
ние – антисенс–терапия с использованием антисмыс-
ловых олигонуклеотидов (antisense oligonucleotides 
– AON). Метод основан на ингибировании синтеза 
белка, участвующего в развитии заболевания, путем 
блокирования трансляции его мРНК с помощью ком-
плементарных к ней коротких нуклеотидных последо-
вательностей. 

В последние годы проводятся многочисленные до-
клинические исследования применения лекарственных 
препаратов на основе AON при наследственных забо-
леваниях сетчатки, ретинобластоме, дистрофиях и не-
оваскуляризации роговицы [17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27], клинические исследования нескольких 
лекарственных препаратов на основе АON. Компания 
«Gene Signal» (Франция) завершила клинические ис-
пытания (фаза III) препарата GS–101 (Aganirsen) в 
форме глазных капель. Препарат представляет собой 
новый антисмысловой олигонуклеотид, который путем 
связывания мРНК  ингибирует экспрессию рецептора 
инсулина (IRS–1),  стимулирующего  экспрессию фак-
тора роста эндотелия сосудов–1 (VEGF–1). Рекомендо-
ван с целью предотвращения развития неоваскуляри-
зации роговицы у пациентов после кератопластики и 
стромального кератита и для предотвращения форми-
рования неоваскулярной глаукомы при ишемической 
окклюзии центральной вены сетчатки (исследование 
STRONG, фаза II/III) [28, 29]. Проводятся клинические 
исследования (фаза I) антисмыслового олигонуклео-
тида ISTH0036, ингибитора трансформирующего фак-
тора роста бета 2 (TGF–β2). Пациентам с первичной 
открытоугольной глаукомой (ПОУГ) после антиглауко-
матозной операции фильтрующего типа производится 
интравитреальная инъекция ISTH0036 [30].     

Стратегия геномного редактирования с помо-
щью CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 – стремительно развивающаяся тех-
нология редактирования генома, основанная на ин-
струментах иммунной системы бактерий. В основе 
этой технологии – участки бактериальной ДНК под 



ISSN 0030-0675. Офтальмологический журнал. 2021. № 2 (499)

42   

названием «сгруппированные короткие палиндром-
ные повторы» (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats, CRISPR), между которыми распо-
лагаются фрагменты ДНК (спейсеры), которые несут 
в себе следы атаковавших бактерию вирусов, – что–то 
вроде картотеки нарушителей. При повторной атаке 
вируса бактерия распознает и уничтожает его с помо-
щью Cas–белков, которые разрезают вирусную ДНК. 

С 2013 г. начались исследования по редактирова-
нию генома в клетках с использованием этой системы. 
Дженнифер Дудна и Эммануэль Шарпантье показали, 
что можно искусственно синтезировать CRISPR РНК, 
в которой место определенного фрагмента ДНК зани-

мает последовательность, выбранная исследователем. 
Белок Cas9 узнает и связывается с такой синтетиче-
ской СRISPR РНК, и становится запрограммирован-
ным на узнавание и разрезание соответствующего ей 
места в ДНК. Такая система позволяет вырезать «па-
тологический» участок генома и заменить его на «здо-
ровый».  При этом клетка не умирает от разрезания 
ДНК, так как вносятся исправления по здоровой копии 
из парной хромосомы за счет естественного процесса 
репарации ДНК.

С использованием системы редактирования гено-
ма CRISPR/Cas9 в офтальмологии в последние годы 
проведен целый ряд исследований. Разработаны но-

Таблица 1. Сравнительная характеристика клинических исследований с использованием генной терапии в лечении 
офтальмологических заболеваний.

Препарат Механизм 
действия Разработчик Путь вве-

дения

Фаза иссле-
дования / 

регистраци-
онный номер 
(Clinicaltrials.

gov)

 Заболевание Сведения

PF–
04523655

siRNA Pfizer Интрави-
треальный

2
MONET

NCT00713518

Неоваскулярная 
ВМД

Благоприятный профиль без-
опасности
В группе с комбинированным 
лечением PF–04523655 1 мг 
и ранибизумабом 0,5 мг – 
большее повышение МКОЗ в 
сравнении с группой моноте-
рапии ранибизумабом 0,5 мг 
(9,5 букв против 6,8 букв при 
р>0,5)

GS–101 
(Aganirsen)

   AON Gene Signal Местный 2/3
STRONG

NCT02947867

Ишемическая 
окклюзия 
центральной 
вены сетчатки
Неоваскулярная 
глаукома

Результаты 
не опубликованы

ISTH0036    AON Isarna 
Therapeutics 

GmbH

Интрави-
треальный

1
NCT02406833

ПОУГ после    
трабекулэктомии

Благоприятный профиль без-
опасности
После введения 67,5 мкг или 
225 мкг STH0036 зарегистри-
рованы постоянные значения 
ВГД <10 мм рт.ст. в течение 
трехмесячного периода по-
слеоперационного наблюде-
ния

AGN–
151587 
(EDIT–101)

   CRISPR Allergan Субрети-
нальный

1/2а
NCT03872479

Амавроз Лебера Результаты не опубликованы

Примечание. siRNA – малые интерферирующие РНК (small interfering RNA); AON – антисмысловые олигонуклеотиды 
(antisense oligonucleotides); CRISPR – участки бактериальной ДНК под названием «сгруппированные короткие 
палиндромные повторы» (clustered regularly interspaced short palindromic repeats); ВМД – возрастная макулярная 
дегенерация; ПОУГ – первичная открытоугольная глаукома; МКОЗ – максимально корригированная острота зрения
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каутные модели животных с пигментным ретинитом, 
ретинобластомой [31, 32], стратегии генной терапии 
наследственных заболеваний – дистрофий роговицы, 
врожденного амавроза Лебера, пигментного ретинита, 
Х-сцепленного ретиношизиса, влажной формы воз-
растной макулярной дегенерации [33, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 40, 41, 42, 43, 44]. 

Особого внимания заслуживают исследования, 
проведенные с использованием технологии редак-
тирования CRISPR/Cas9 для подавления экспрессии 
VEGF-A, блокады VEGF-R2 и ангиогенеза на экспе-
риментальных моделях кислород-индуцированной 
ретинопатии и лазер-индуцированной хориоидаль-
ной неоваскуляризации [45, 46, 47]. Исследование с 
CRISPR/Cas9-опосредованной заменой генов в воз-
будителе грибкового кератита (Fusarium Solani Var. 
Petroliphilum) позволяет допустить возможность ис-
пользования геномного редактирования при персисти-
рующей инфекции глазной поверхности [48]. 

Барьером на пути к широкому применению редак-
тирования генома in vivo является безопасная система 
доставки эндонуклеаз CRISPR/Cas. При использова-
нии аденоассоциированного вируса (AAV) для до-
ставки эндонуклеаз конструкция CRISPR/Cas может 
оставаться в течение длительного периода времени в 
клетке, мешать работе клетки и провоцировать иммун-
ные реакции. 

Yang Т. с соавт. использовали модифицирован-
ные наноалмазы в качестве носителей CRISPR–Cas9 
для "внедрения" мутации в ген RS1, вследствие чего 
сетчатки мышей приобрели патологические черты, 
типичные для Х-сцепленного ретиношизиса (XLRS)  
[49]. Li F. с соавт. разработали саморазрушающуюся 
систему CRISPR/Cas («камикадзе»), которая, по мне-
нию авторов, несмотря на временный характер ком-
понентов систем доставки и редактирования, является 
эффективным и надежным инструментом для редакти-
рования ретинального генома [50].

Еще одним ограничением применения систем 
CRISPR является размер эндонуклеазы Cas9. Наибо-
лее широко используемый вариант Cas9, полученный 
из Streptococcus pyogenes (SpCas9), слишком большой 
для упаковки с компонентами рРНК в одном AAV, это 
требует двухвекторных систем, которые имеют более 
низкую эффективность. В настоящее время разрабаты-
ваются варианты получения Cas9 из золотистого ста-
филококка (SaCas9) и Campylobacter jejuni (CjCas9), 
меньших по размеру. 

Наиболее серьезным ограничением является веро-
ятность нецелевых мутаций, которые могут быть ини-
циированы системами CRISPR. Schaefer K.A. с соавт. 
при использовании CRISPR-Cas9 для коррекции мута-
ции гена Pde6b у мышей с дегенерацией сетчатки rd1, 
обнаружили более тысячи нецелевых мутаций [51]. 

В 2019 г. в США начались клинические испытания 
CRISPR–терапии у пациентов с амаврозом Лебера.

Классическая простая система СRISPR–Cas9 ре-
дактирования, как оказалось, не всегда бывает без-
упречной – исправления могут быть неточными и, со-
ответственно, есть риск нецелевых эффектов. В связи 
с этим, технология геномного редактирования продол-
жает развиваться – основная задача исключить неце-
левые эффекты. 

Новые технологии геномного редактирования 
– праймированное, транспозонное («прыгающие 
гены» – транспозоны) и генетический «шредер».

Технология праймированного геномного редакти-
рования.  

К никазе Cas9 добавлены два новых компонента – 
обратная транскриптаза и специальная гидовая РНК 
(pegRNA) – получился так называемый праймирую-
щий редактор (prime editor), который разрезает только 
одну нить ДНК и снижает риск ошибок [52].

ДНК–транспозоны – «прыгающие гены» исполь-
зуют для своих перемещений механизм cut and paste 
(вырезать и вставить).

В процессе считывания (транскрипции) формиру-
ется молекула РНК, в рибосоме по ее «инструкции» 
строится фермент транспозаза, который, возвраща-
ясь в ядро, двигается вдоль ДНК, находит свой ДНК 
– транспозон и вырезает его. Вырезанный транспозон 
переносится в подготовленную брешь целевой ДНК, а 
исходная ДНК сшивается.  

При субретинальном введении трансфецирован-
ных клеток ПЭС с помощью транспозонной системы 
"Спящая красавица" на модели лазер–индуцированной 
хориоидальной неоваскуляризации выявлено увеличе-
ние экспрессии фактора пигментного эпителия (PEDF) 
и уменьшение площади неоваскуляризации.  

Заключение
Таким образом, генная терапия с использованием 

современных терапевтических стратегий (подавление 
экспрессии генов с использованием механизма РНК–
интерференции, антисмысловых олигонуклеотидов, 
геномного редактирования СRISPR–Cas9 и, особенно 
новых технологий – праймированного и транспозон-
ного редактирования) на сегодняшний день имеет ши-
рокие возможности и высокий потенциал для исполь-
зования в офтальмологии.  
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результати фундаментальних і клінічних досліджень 
застосування генетичних терапевтичних стратегій 
- заміни гена, пригнічення експресії генів, геномного 
редагування за допомогою технології CRISPR / Сas9, 
які використовуються в офтальмології протягом 
останніх кількох років.

Поява принципово нових технологічних рішень в 
області генної терапії на сьогоднішній день і сфор-
мування пріоритету розвитку генетичних технологій 
створюють серйозні передумови для початку нової 
Fusion ери в офтальмології найближчим часом.
В даному огляді, у другій його частині, представлені 

Результати та можливі перспективи застосування генетичних технологій в офтальмології. 
Частина 2.  
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