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Нарушение гомеостатической и функциональной целостности сетчатки и ретинального пигмент-
ного эпителия (РПЭ) является основной причиной ряда дегенеративных заболеваний глаза челове-
ка, сопровождающихся потерей зрения. Несмотря на значительные успехи, достигнутые за послед-
ние десятилетия, в разработке новых методов лечения указанной патологии, сохраняется ряд
осложнений при использовании хирургических способов коррекции зрения и пока непреодолимых
ограничений в применении современных подходов, например, генной терапии и генной инжене-
рии. Одним из перспективных подходов к лечению дегенеративных заболеваний сетчатки может
оказаться подход, основанный на использовании регенеративных способностей собственных эндо-
генных клеток с высокой пластичностью, в частности клеток РПЭ и Мюллеровской глии. В насто-
ящее время клетки РПЭ позвоночных вызывают огромный интерес в качестве источника новых фо-
торецепторов и других нейронов в деградирующей сетчатке in vivo. В связи с этим исследуются воз-
можности их прямого репрограммирования генетическими, эпигенетическими, химическими
методами и их комбинацией. В обзоре сделан акцент на исследованиях по генетическому прямому
репрограммированию клеток РПЭ позвоночных в нейроны сетчатки, с подробным анализом ис-
пользуемых генов в качестве основных репрограммирующих факторов, сравнительным анализом и
экстраполяцией экспериментальных данных с животных на человека. Кроме того, обзор затрагива-
ет работы по использованию альтернативных генетическому прямому репрограммированию подхо-
дов – химически-опосредованного с применением коктейлей из терапевтических низкомолекуляр-
ных соединений и микроРНК. В целом, результаты исследований указывают на сложность процес-
са прямого репрограммированния клеток РПЭ человека в нейроны сетчатки. Однако, учитывая
результаты по прямому репрограммированию клеток позвоночных и доступность клеток РПЭ че-
ловека для различных векторов, доставляющих в клетки разнообразные молекулы: транскрипцион-
ные факторы, химерные эндонуклеазы, рекомбинантные белки и низкомолекулярные соединения,
можно предположить наиболее оптимальный набор факторов для успешной конверсии клеток РПЭ
человека в нейроны сетчатки.
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ВВЕДЕНИЕ. МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ 
ПОДХОДЫ К ВОССТАНОВЛЕНИЮ 
СЕТЧАТКИ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

И ЧЕЛОВЕКА

Дегенерация сетчатки в результате гибели фото-
рецепторов, специализированных клеток, обеспе-
чивающих фототрансдукцию, и ретинального пиг-
ментного эпителия (РПЭ) является основной при-
чиной многих дегенеративно-дистрофических

заболеваний глаза человека, приводящих к потере
зрения (Fu et al., 2018). В настоящее время в со-
временной медицине для коррекции зрения при
указанной патологии активно разрабатываются
подходы, направленные на сохранение исходных
фоторецепторов и РПЭ (Jiang et al., 2018), замену
клеток путем активации эндогенной регенерации
(Otteson, 2017) или за счет клеточной трансплан-
тации (Jiang et al., 2018; Léveillard, Klipfel, 2019).
Все это стало возможным благодаря развитию ря-
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да технологий в клеточной и молекулярной био-
логии. Вследствие использования вирусных и не-
вирусных векторов для доставки функциональ-
ных генов в дефектные клетки глаза, открытия
методов получения индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток (ИПСК), а из них кле-
ток РПЭ и нейронов сетчатки для транспланта-
ции, а также создания CRISPR/Cas9 технологии,
позволило говорить о революции, происходящей
в офтальмологии (Jiang et al., 2018). Так, благода-
ря успехам современной биоинженерии стало
возможным использовать принципы генной те-
рапии и геномной хирургии для лечения наслед-
ственных заболеваний глаз человека (Chan et al.,
2017). Основная цель – заменить нефункциональ-
ные или дефектные гены новыми полнофункцио-
нальными, чтобы уровень генетической экспрессии
мог вернуться к нормальному. Первый успешный
клинический пример генной терапии в офтальмо-
логии показан у пациентов с врожденным амавро-
зом Лебера, вызванный мутациями в гене RPE65
(Bainbridge et al., 2008). Клинические испытания
генной терапии начаты и для пациентов с болезнью
Штаргардта (clinicaltrials.gov NCT01367444), син-
дромом Ушера (clinicaltrials.gov NCT01505062), пиг-
ментным ретинитом (clinicaltrials.gov NCT01482195)
(Fu et al., 2018). Клинические испытания генной те-
рапии, направленной на лечение заболеваний сет-
чатки, показали, что она безопасна и эффективна
для людей (Al-Saikhan, 2013; Öner, 2017; Fu et al.,
2018; Jiang et al., 2018). Однако лечение генной тера-
пией ограничено только аутосомно-рецессивными
заболеваниями. При этом в клетках остается функ-
ционально дефектный ген, который необходимо
заблокировать, сделав его не функциональным или
удалить. Лечение наследственных заболеваний глаз
с использованием методов хирургии генома в тече-
ние последних нескольких лет развивается быстры-
ми темпами. С внедрением технологии CRISPR/Cas
редактирования генов, которая позволяет не толь-
ко заблокировать дефектный ген, но и встроить
рабочий, внимание многих исследователей на-
правлено на восстановление сетчатки и РПЭ
(Burnight et al., 2017). В ближайшее время начина-
ются клинические испытания CRISPR/Cas9 на
людях с таким офтальмологическим заболевани-
ем, как врожденный амавроз Лебера 10 типа (clin-
icaltrials.gov NCT03872479). Поскольку генная те-
рапия и геномная хирургия имеют высокий про-
цент эффективности только на ранних стадиях
развитии дегенеративно-дистрофических заболе-
ваний сетчатки, когда еще сохранились фоторе-
цепторы и РПЭ, многое зависит от возможности
ранней диагностики заболеваний. Кроме того,
эти методы не подходят для лечения других видов
патологии сетчатки.

Другой подход в лечении ряда дегенеративных
заболеваний сетчатки, в том числе возрастной
макулярной дегенерации – это заместительная

клеточная терапия. Клетки РПЭ, полученные из
эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и
ИПСК человека уже проходят клинические ис-
пытания и имеют большие перспективы как для
лечения возрастной макулярной дистрофии
(Schwartz et al., 2012; Kharitonov et al., 2018; Luo,
Chen, 2018; Kashani et al., 2018), так и наследствен-
ных, связанных с РПЭ, дистрофий сетчатки (Chi-
chagova et al., 2018). Несмотря на разработанные
высокоэффективные протоколы по получению
клеток РПЭ в достаточном количестве для транс-
плантаций, они все еще остаются трудо- и время-
затратными (Kharitonov et al., 2018; Artero-Castro
et al., 2019). Помимо позитивного эффекта транс-
плантация может вызывать ряд осложнений, ко-
торые могут быть спровоцированы хирургиче-
ским повреждением сетчатки, приводящим к ее
отслоению (Satarian et al., 2017), а так же самими
клетками при долгосрочным выживании/инте-
грации, вызывая иммуносупрессию и опухолеоб-
разование (Nguyen, Wong, 2017; Öner, 2018). В до-
полнение к научным проблемам остаются нераз-
решенными морально-этические вопросы по
использованию ЭСК (Schwartz et al., 2015).

Благодаря повышенному интересу к ИПСК,
возможности получения из них клеток РПЭ и
нейронов сетчатки для заместительной клеточ-
ной терапии, область исследования регенератив-
ных способностей собственных эндогенных кле-
ток с высокой пластичностью, таких как РПЭ и
Мюллеровская глия, на наш взгляд, незаслужен-
но оказалась в тени. Хотя очевидно, что прямое
репрограммирование эндогенных клеток в ней-
роны сетчатки может быть перспективным для
лечения многих дегенеративно-дистрофических
заболеваний сетчатки глаза человека, позволяю-
щее избежать перечисленные выше ограничения
и осложнения.

ПРЕДПОСЫЛКИ ДЛЯ ПРЯМОГО 
РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ РЕТИНАЛЬНОГО 

ПИГМЕНТНОГО ЭПИТЕЛИЯ
РПЭ – это однослойный эпителий, состоящий

из сильнопигментированных клеток, выполняю-
щих жизненно важные функции в физиологии сет-
чатки. РПЭ лежит непосредственно под сетчаткой и
образует внешний гематоретинальный барьер. Та-
кое анатомическое расположение предоставляет
уникальную возможность для прямого репрограм-
мирования клеток РПЭ в фоторецепторы и другие
нейроны и регенерации дегенерирующей сетчат-
ки без хирургического вмешательства (Wang et al.,
2010).

В процессе развития РПЭ и сетчатка происхо-
дят из одной и той же структуры – глазного пузы-
ря (Martínez-Morales et al., 2004). Образующие его
клетки нейроэпителия имеют общие молекуляр-
ные характеристики, они бипотентны, и могут
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дать начало как клеткам РПЭ, так и клеткам сет-
чатки (Fuhrmann, 2010; Fuhrmann et al., 2014). В
процессе развития глазной пузырь инвагинирует,
образуя двухслойную глазную чашу, создавая
анатомическое разделение РПЭ (внешний слой)
и сетчатки (внутренний слой) (Martínez-Morales
et al., 2004). РПЭ сохраняет свою простую одно-
слойную эпителиальную структуру на протяже-
нии всей жизни. В то время как сетчатка пред-
ставляет собой высоко упорядоченную структуру
с пятью типами нейронов, включая ганглиозные,
амакриновые, биполярные, горизонтальные и
фоторецепторные клетки, и одним типом глии –
клетки Мюллера (Zaghloul et al., 2005; Fuhrmann,
2010; Fuhrmann et al., 2014). Благодаря общности
происхождения в клетках РПЭ, по всей видимо-
сти, сохраняются молекулярные и клеточные
особенности, которые могут способствовать пе-
реключению их клеточной судьбы при прямом
репрограммировании. Так, последние исследова-
ния (Dvoriantchikova et al., 2019) показали, что
клетки РПЭ глаза взрослой мыши эпигенетиче-
ски очень близки к фенотипам клеток-предше-
ственников сетчатки и фоторецепторов. На осно-
вании данных, полученных с использованием ря-
да специфических методов (ДНК-микрочипа
(DNA microarray) и методов, основанных на им-
мунопреципитации хроматина и полногеномном
бисульфитном секвенировании (ChIP- и whole-
genome bisulfite sequencing)) авторы предположи-
ли существование как минимум двух механизмов,
необходимых для запуска прямого репрограмми-
рования клеток РПЭ в нейрональные клетки сет-
чатки. Первый механизм заключается в ремодели-
ровании конденсированного хроматина, в котором
находятся ключевые гены клеток-предшественни-
ков и зрелых нейронов сетчатки транскрипцион-
ными пионер-факторами. Второй механизм – в де-
метилировании регуляторных элементов генов,
связанных с фоторецепторами (Dvoriantchikova
et al., 2019). Можно предположить, что именно
эти механизмы запускаются в клетках РПЭ у вы-
сокорегенерирующих амфибий при регенерации
сетчатки, а у млекопитающих они вероятно по-
давлены или отсутствуют.

Классические эксперименты на животных моде-
лях продемонстрировали способность клеток РПЭ
к трансдифференцировке, естественному прямому
репрограммированию, в нейральные клетки сет-
чатки. Процесс трансдифференцировки клеток
РПЭ в нейральные клетки у низших позвоночных
успешно воспроизводится in vivo. Так, клетки РПЭ
у ряда амфибий после повреждения сетчатки ре-
программируются в клетки подобные стволовым
клеткам нейроэпителия, потомки которых диф-
ференцируются во все нервные клетки сетчатки,
включая фоторецепторы, глию, пигментный эпи-
телий и полностью восстанавливают функцию
сетчатки (Chiba, Mitashov, 2008; Vergara, Del Rio-

Tsonis, 2009; Grigoryan et al., 2013; Islam et al.,
2014). У птиц и млекопитающих процесс конвер-
сии РПЭ происходит в ранние периоды эмбрио-
нального развития только под влиянием основ-
ного фактора роста фибробластов (bFGF) (Luz-
Madrigal et al., 2014), а у взрослых особей при уси-
лении или потери функции генов, участвующих в
определении клеточной судьбы РПЭ и сетчатки
(Nguyen, Arnheiter, 2000; Bumsted, Barnstable,
2000; Martínez-Morales et al., 2003; Bäumer et al.,
2003; Fujimura et al., 2009; Bassett et al., 2010; Bharti
et al., 2012; Remez et al., 2017). У взрослых млеко-
питающих, включая человека, РПЭ может прояв-
лять пластичность и пролиферацию. Показано,
что в зрелом глазу крыс небольшая популяция
клеток на периферии РПЭ поддерживает митоти-
ческую активность (Al-Hussaini et al., 2008). Клет-
ки РПЭ, в норме находящиеся в состоянии по-
коя, могут повторно входить в клеточный цикл и
пролиферировать при определенных состояниях,
таких как отслоение сетчатки (Anderson et al.,
1981), физическая стимуляция (Zhang et al., 1993),
повреждение сетчатки или ее дегенерация (La
Cour, 2008). Пролиферативный ответ может иметь
два последствия – привести к регенерации РПЭ
(Rabenlehner et al., 2008) или к пролиферативной
ретинопатии, при которой клетки РПЭ трансдиф-
ференцируются в фибробластоподобные клетки,
вызывающие отслоение сетчатки (Tamiya, Kaplan,
2016).

Трансдифференцировку клеток РПЭ у птиц и
млекопитающих в нейроны сетчатки можно на-
блюдать и in vitro при условии добавления морфо-
генов и факторов роста (Zhao et al., 1995; Engel-
hardt et al., 2005; Sakami et al., 2008; Salero et al.,
2012). В культуре клетки РПЭ теряют исходные
признаки, такие как пигментацию, значительно
снижают экспрессию специфических маркеров
RPE65, MITF, CRALBP и приобретают черты
нейральных клеток по маркерам MUSASHI1,
NESTIN, βIII-TUBULIN, GFAP, DOUBLECORTIN,
NF 68 и 200 кДа. Наши исследования так же де-
монстрируют, что клетки РПЭ эмбриона и взрос-
лого человека in vitro в средах с добавками морфо-
генов и факторов роста теряют пигментные гра-
нулы, дедифференцируются, пролиферируют и
демонстрируют маркеры нескольких типов ней-
ральных и глиальных клеток (Milyushina et al.,
2009, 2011, 2012; Kuznetsova, 2014; Kuznetsova et al.,
2015, 2019). На стадии дедифференцировки клет-
ки приобретают черты стволовых/нейроэпите-
лиальных клеток, экспрессируя OCT4, NANOG,
KLF4, OTX2, PAX6 и NESTIN (Milyushina et al.,
2009, 2011, 2012; Kuznetsova et al., 2014, 2015, 2019a,
2019b). Хотя экспрессия мРНК генов-маркеров
плюрипотентности проявляется на очень низком
уровне в сравнении с ИПСК человека (Kuznetsova
et al., 2019), активность этих генов свидетель-
ствует, что они могут действовать, как пионер-



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 4  2020

РЕПРОГРАММИРОВАНИЕ ДИФФЕРЕНЦИРОВАННОГО РЕТИНАЛЬНОГО 257

факторы (Kuzmich et al., 2015). Клетки РПЭ че-
ловека в условиях in vitro приобретают пронейраль-
ные свойства при частичном сохранении свойств
РПЭ. В культуре четко проявляется гетероген-
ность популяции клеток РПЭ. Так, в условиях 2D
культивирования выявляются различия в харак-
тере роста клеток, в неоднородности монослоя:
клетки различаются по размеру, форме, степени
пигментации и количеству ядер, а также в форми-
ровании колоний – клетки образуют как плотно
упакованные эпителиоидные колонии с различ-
ной морфологией, так и “рыхлые” колонии с раз-
мытыми границами, что отражает происходящую
клональную пролиферацию клеток (Kuznetsova
et al., 2011). В условиях 3D культивирования (в
коллагеновом геле, на бесклеточном каркасе сет-
чатки) гетерогенность клеток РПЭ проявляется в
разделении на две схожие по морфологии и одно-
типные по поведению субпопуляции клеток: одна
субпопуляция клеток мигрирует на поверхность
плотного субстрата, другая образует сфероподоб-
ные структуры из агрегированных клеток
(Kuznetsova, Aleksandrova, 2017). При этом субпо-
пуляция, сохраняющая способность к образова-
нию плотного монослоя и редифференцировке
РПЭ, может оказывать благоприятный эффект при
трансплантации, тогда как вторая субпопуляция,
образующая клеточные агрегаты, может оказывать
тракционное действие на окружающие ткани, что
неблагоприятно при трансплантации. Такие осо-
бенности гетерогенности клеток РПЭ следует
учитывать при его использовании в тканевой ин-
женерии.

Наряду с этим, из патоморфологических иссле-
дований хорошо известно, что в глазах человека
иногда обнаруживаются хрящевые и костные обра-
зования, которые развиваются из клеток РПЭ
(Frayer, 1966; Tso, Fine, 1979; Salero et al., 2012). В
условиях культуры клетки РПЭ под влиянием
специфических индукторов проявляют признаки
не только нейральной, но и гладкомышечной,
адипо-, хондро- и остеогенной дифференциров-
ки. По мнению ряда авторов, клетки РПЭ в опре-
деленных условиях могут становиться “мульти-
потентными стволовыми клетками”, способны-
ми продуцировать клетки и нейрального и
мезенхимального фенотипов (Milyushina et al.,
2012; Salero et al., 2012). Способность к множе-
ственным дифференцировкам подчеркивает ин-
терес к чрезвычайно высокой пластичности кле-
ток РПЭ и ставит задачу поиска механизмов, ко-
торые ее определяют и факторов для регуляции
направленной дифференцировки.

Анализ представленных работ свидетельствует
о том, что клетки РПЭ млекопитающих и челове-
ка по анатомическим, генетическим и эпигенети-
ческим характеристикам, по особенностям про-
исхождения, эволюционному наследству, по спо-
собностям к дедифференцировке, пролиферации

и пластичности представляют огромный интерес
в качестве источника новых фоторецепторов и
других нейронов в деградирующей сетчатке. Од-
нако кратковременный характер проявления
клетками РПЭ взрослого человека in vitro проней-
ральных свойств инициировал исследования по
поиску возможностей прямого репрограммиро-
вания РПЭ с использованием генетических, эпи-
генетических и химических методов воздействия,
речь о которых и пойдет ниже.

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ПРЯМОЕ 
РЕПРОГРАММИРОВАНИЕ РЕТИНАЛЬНОГО 

ПИГМЕНТНОГО ЭПИТЕЛИЯ
Генетические программы являются основными

движущими силами развития сетчатки, которые
координируют пролиферацию и выход клеток из
клеточного цикла, определяют клеточные судьбы,
контролируют количество клеток и управляют кле-
точным созреванием (Reese, Keeley, 2016). В основе
дифференцировки или репрограммирования лю-
бых клеток лежат процессы распознавания и акти-
вации молчащих генов. Эти процессы происходят
в результате совместного действия так называе-
мых первичных, пионерских или пионер-фактор
транскрипции с каноническими транскрипцион-
ными факторами (Kuzmich et al., 2015; Mayran et al.,
2019). При репрограммировании клеток обычно ис-
пользуется комбинация транскрипционных факто-
ров, часть из которых являются пионер-факторами.
Так, при получении функциональных глутаминер-
гических нейронов из фибробластов мыши при по-
мощи трех факторов транскрипции ASCL1, BRN2 и
MYT1L (Vierbuchen et al., 2010), оказалось, что
именно ASCL1 играет центральную роль в ини-
циации прямого репрограммирования, посколь-
ку его одного достаточно для индукции фиброб-
ластов в незрелые нейральные клетки, а BRN2 и
MYT1L – нет. Таким образом, ASCL1 является
транскрипционным пионер-фактором в нейро-
нальном прямом репрограммировании фибробла-
стов (Iwafuchi-Doi, Zaret, 2014). При репрограмми-
ровании фибробластов в ИПСК OCT3/4, SOX2,
и/или KLF4 действуют как пионер-факторы, в
отличие от c-MYC (Iwafuchi-Doi, Zaret, 2014; Kuz-
mich et al., 2015). Следовательно, для успешного
генетического прямого репрограммирования
клеток РПЭ человека в нейроны сетчатки необхо-
димо определить пионерские факторы, без кото-
рых этот процесс не осуществим, и дополнитель-
ные, канонические факторы, которые будут про-
двигать клеточную конверсию после инициации
процесса.

Современные методы генной инженерии, ис-
пользуя пути усиления или подавления функции
генов, участвующих в определении клеточной
судьбы РПЭ и сетчатки, создали возможность
прямого репрограммирования клеток РПЭ у мле-
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копитающих. Исследователи департамента оф-
тальмологии Университета Алабамы и медицин-
ского факультета Бирмингема США, а так же дру-
гие группы исследователей показали, что клетки
РПЭ птицы, мышей и человека можно напрямую
репрограммировать воздействием различных ге-
нов, которые участвуют в процессе дифференци-
ровки сетчатки in vivo и in vitro (Mathers et al., 1997;
Yan, Wang, 1998; Toy et al., 1998b; Loosli et al., 1999;
Bernier et al., 2000a; Lagutin et al., 2001; Yan et al.,
2001, 2010, 2013a, 2013b, 2015; Azuma et al., 2005; Liang
et al., 2008; Ma et al., 2009a; Li et al., 2010; Wang et al.,
2010; Wang, Yan, 2014; Kole et al., 2018). В табл. 1
представлены гены, необходимые для развития
глаза и сетчатки, использованные в эксперимен-
тах по генетическому прямому репрограммирова-
нию клеток РПЭ и другие клетки позвоночных и
человека в нейроны сетчатки. Для этого исследу-
емые гены при помощи вирусных векторов до-
ставляли в клетки позвоночных и человека in vivo
и in vitro. Транскрипционные факторы, участвую-
щие в определении клеточной судьбы РПЭ и сет-
чатки – это гомеодомен-содержащие транскрип-
ционные факторы, которые кодируются гоме-
обоксными генами (англ. homeobox). Их можно
условно разделить на факторы первичной индук-
ции – факторы глазного поля и факторы клеточ-
ной специализации и дифференцировки, относя-
щиеся в основном к семейству с базовым струк-
турным мотивом спираль–петля–спираль (англ.
basic helix-loop-helix, bHLH) (Zagozewski et al.,
2014).

Роль транскрипционных факторов первичной ин-
дукции сетчатки в прямом репрограммировании.
Транскрипционные факторы первичной индукции
клеток сетчатки PAX6, CHX10, RAX, SIX3, SIX6,
OTX2, CRX, которые относятся к региональным
факторам транскрипции глазного поля, необходи-
мы для определения судьбы клеток-предшествен-
ников и для терминальной дифференцировки не-
которых типов клеток сетчатки (Zagozewski et al.,
2014). Влияние этих факторов на прямое репро-
граммирование клеток нейрального происхожде-
ния в нейроны сетчатки были изучены в ряде работ
на позвоночных животных (Mathers et al., 1997;
Toy et al., 1998b; Loosli et al., 1999; Bernier et al.,
2000a; Lagutin et al., 2001; Azuma et al., 2005; Yan et al.,
2010; Kole et al., 2018). Так, в работе (Azuma et al.,
2005) показано, что одного гена РAX6 достаточно,
чтобы вызвать прямое репрограммирование кле-
ток РПЭ куриного эмбриона (лат. Gallus domesti-
cus) в нейроны сетчатки. Авторы при помощи
плазмиды, несущей кДНК PAX6 человека, инду-
цировали прямое репрограммирование клеток
РПЭ птицы in ovo с образованием полноценной
эктопической сетчатки. Несмотря на это, другие
исследователи (Yan et al., 2010), считают РAX6
“неэффективным” геном для прямого репро-
граммирования клеток РПЭ в нейральные клетки

сетчатки, поскольку они в своих экспериментах
такового не наблюдали.

Дополнительная сетчатка или сетчаткоподоб-
ные структуры также образуются при эктопиче-
ской экспрессии других факторов транскрипции
глазного поля. Так, эктопическая экспрессия
SIX3 или SIX6 (известный так же, как OPTX2) ин-
дуцировала гиперплазию сетчатки и образование
эктопической зрительно-везикулярной или сет-
чаткоподобной структуры в мозге рыбы японской
медаки (лат. Oryzias latipes), у шпорцевой лягушки
(лат. Xenopus) и у эмбрионов мышей (лат. Muridae)
(Loosli et al., 1999; Bernier et al., 2000a; Lagutin
et al., 2001). Авторы указывают, что SIX3/SIX6 ин-
дуцирует, но не полностью реализует более позд-
ние стадии развития клеток сетчатки. Эктопиче-
ская экспрессия SIX6 в эмбриональных или зре-
лых клетках РПЭ курицы также конвертирует их
к нейрональной морфологии и экспрессии мар-
керов, характерных для развивающихся нейронов
сетчатки (Toy et al., 1998b). Эмбрионы шпорцевой
лягушки, инъецированные синтетическим РНК
RX, но не PAX6 и OTX2, развивают эктопическую
ткань сетчатки и РПЭ (Mathers et al., 1997). Одна-
ко получить полностью структурированную сетчат-
ку путем прямого репрограммирования РПЭ гена-
ми SIX3/SIX6 в этих экспериментах не удалось.

Одним из ключевых гомеобокс-содержащим
фактором является OTX2, который регулирует
начальную спецификацию фоторецепторов и
РПЭ (Karali, Banfi, 2015). Так было показано, что
при трансфекции OTX2 ретинальных стволовых
клеток (РСК) человека происходит их дифферен-
цировка в фоторецепторы in vitro (Inoue et al.,
2010). Однако, Кол с коллегами показали (Kole
et al., 2018), что в клетках РПЭ, полученных из
ИПСК человека, эктопическая экспрессия OTX2
усиливала активности промоторов генов, кото-
рые подавляются при дедифференцировке клеток
РПЭ in vitro, тем самым способствуя восстановле-
нию и сохранению исходного фенотипа РПЭ, и
не индуцирует процесс прямого репрограммиро-
вания этих клеток в фоторецепторы сетчатки (см.
рис. 1). Эти результаты, по мнению авторов, а так
же (Fisher, Ferrington, 2018), имеют определенную
значимость, поскольку поддержание клеток РПЭ у
пациентов с ретинопатиями, связанными с функ-
ционально дефектным РПЭ (например, возрастная
макулярная дистрофия), поможет восстановлению
функций фоторецепторов, поскольку РПЭ и фото-
рецепторы – это единая функциональная единица в
сетчатке (Fuhrmann, 2010; Fuhrmann et al., 2014).

Отрицательные результаты были получены
при прямом репрограммировании других клеток
глаза человека (пигментного эпителия радужки,
клеток Мюллеровской глии и цилиарного тела) в
фоторецепторы при вирусной трансфекции SIX3,
PAX6, RX и CRX (Seko et al., 2012). Авторы показа-
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ли, что ни один ген из этого ряда в одиночку при
его экзогенной экспрессии не индуцирует обра-
зование фоторецепторных фенотипов в исследуе-
мых клетках in vitro (Seko et al., 2012). Однако,
трансфекция OTX2 и CRX в одиночку вызывала
прямое репрограммирование РСК человека в фо-
торецепторы in vitro (Inoue et al., 2010) Такую раз-
ницу в эффективности прямого репрограммирова-
ния можно объяснить тем, что более специализиро-
ванные клетки (пигментный эпителий радужки,
клетки Мюллеровской глии и цилиарного тела) го-
раздо устойчивы к прямому репрограммированию,
чем менее специализированные РСК (Pasque et al.,
2011).

Интересно, что основные тканеспецифиче-
ские гомеобоксные гены, находящиеся на верши-
не генной регуляторной сети развития глаза
и/или нейральной сетчатки, показали незначи-
тельную активность в прямом репрограммирова-
нии РПЭ позвоночных в нейроны сетчатки (Yan
et al., 2010). Под влиянием этих факторов не проис-
ходило формирования структурированной полно-
ценной сетчатки. Ян с коллегами (Yan et al., 2010)
отнесли эти транскрипционные факторы к “неэф-
фективным” факторам прямого репрограммирова-

ния клеток РПЭ в нейроны сетчатки. Эту “неэф-
фективность” генов глазного поля в прямом репро-
граммировании клеток глаза, вероятно, можно
объяснить общим происхождением РПЭ и сетчатки
из клеток-предшественников с одинаковым пат-
терном экспрессии генов глазного поля. Инициа-
ция процесса их разделения происходит под эпиге-
нетическим влиянием сигнальных молекул, синте-
зируемых тканями окружающими глазной пузырь,
покровной эктодермой и мезенхимой, что приво-
дит к включению узкоспециализированных генов,
например, относящихся к семейству bHLH в клет-
ках-предшественниках нейральной сетчатки и
MITF, TYR, TRP1, RPE65, CRBP, CRALBP, PITX2 в
РПЭ (Fuhrmann, 2010; Fuhrmann et al., 2014; Zag-
ozewski et al., 2014).

Таким образом, анализ литературы по прямо-
му репрограммированию клеток РПЭ амфибий,
птиц и млекопитающих в нейроны сетчатки с ис-
пользованием эктопической экспрессии генов
глазного поля показал инициацию процесса кле-
точной конверсии, что указывает на их роль в ка-
честве пионерских факторов. Поскольку у чело-
века факторы глазного поля не индуцируют пря-
мое репрограммирование клеток РПЭ в нейроны

Рис. 1. Схематическое изображение генетического прямого репрограммирования клеток РПЭ человека, полученных
из различных источников, в клетки сетчатки и РПЭ. РПЭ – ретинальный пигментный эпителий; ЭСК – эмбриональ-
ные стволовые клетки; ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки.

Клеточные линии РПЭ
(ARPE-19, hTERT RPE-1)

ЭСК человека

ИПСК человека

Глаз человека

Клетки
РПЭ 3–5 пассаж Нейроны сетчатки

ПроРПЭ

ПроРПЭ

Фоторецепторы

Нейроны сетчатки

Клетки РПЭ

OTX2

SOX2

SOX2

NEUROD1; NGN1

Kole et al., 2018

Hu et al., 2014

Yan et al., 2013

Ezati et al., 2018
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сетчатки, можно предположить, что они либо не
требуются в качестве первооткрывателей в этом
процессе, либо они относятся к пассивным пер-
вичным факторам, которые ремоделируют хро-
матин, делая его доступным для других тран-
скрипционных факторов, но сами не влияют на
транскрипцию генов (Kuzmich et al., 2015). Кроме
того, учитывая тот факт, что некоторые гены
глазного поля экспрессируются в постнатальных
клетках РПЭ человека, например PAX6, OTX2, RX,
LHX2 (Milyushina et al., 2012; Salero et al., 2012), эк-
зогенная экспрессия этих генов в прямом репро-
граммировании, возможно, не требуется, и по-
этому ожидаемого результата прямого репро-
граммирования под действием этих генов не
наблюдается (Masserdotti et al., 2016).

Роль факторов клеточной специализации и диф-
ференцировки клеток сетчатки в прямом репрограм-
мировании. Факторы клеточной специализации и
дифференцировки, это гомеодомен-содержащие
транскрипционные факторы, относящиеся к се-
мейству bHLH, и к семейству Forkhead box (FOX)
которые работают совместно, определяя судьбу
клеток сетчатки (Zagozewski et al., 2014).

Влияние генов семейства bHLH на способ-
ность клеток РПЭ позвоночных к прямому ре-
программированию в нейроны сетчатки изучено
во многих работах (Yan, Wang, 1998; Yan et al.,
2001, 2010, 2013a, 2013b, 2015; Liang et al., 2008; Ma
et al., 2009a; Li et al., 2010; Wang et al., 2010; Wang,
Yan, 2014). Результаты этих исследований пока-
зывают, что транскрипционные факторы семей-
ства bHLH: NEUROD, NGN1, NGN2 и NGN3,
могут эффективно напрямую репрограммировать
дифференцированные клетки РПЭ куриного эм-
бриона в диссоциированных культурах и экс-
плантатах в клетки с молекулярными, морфоло-
гическими и физиологическими свойствами мо-
лодых фоторецепторных клеток с небольшими
фракциями других типов нейронов сетчатки (Yan,
Wang, 1998; Yan et al., 2001, 2009, 2010; Liang et al.,
2008; Li et al., 2010; Wang et al., 2010; Wang, Yan,
2014). При трансплантации в глаза развивающих-
ся цыплят конвертированные in vitro клетки РПЭ
продолжают развиваться в фоторецепторном на-
правлении. Некоторые из трансплантированных
клеток интегрируют в наружный ядерный слой
сетчатки и встраиваются в функциональную сеть
нейронов хозяина (Liang et al., 2006). В дополне-
ние к этому показано, что клетки РПЭ курицы
могут быть напрямую репрограммированы in situ
(Li et al., 2010). В глазах куриных эмбрионов клет-
ки РПЭ, измененные при помощи NGN1, NGN2 и
NGN3, демонстрировали молекулярные и морфо-
логические маркеры фоторецепторных, гангли-
озных и амакриновых клеток (Yan et al., 2001,
2010). У трансгенных мышей, экспрессирующих
NGN1 или NGN3 описано возникновение эктопи-
ческой сетчаткоподобной ткани, которая распо-

лагалась в сосудистой оболочке, около цилиарно-
го тела, в зрительном нерве, а также в субрети-
нальном пространстве (Yan et al., 2009; Wang, Yan,
2014). Интересно, что клетки дополнительного эк-
топического наружного ядерного слоя имели мо-
лекулярные и морфологические признаки фоторе-
цепторов, подобно нормальным клеткам сетчатки,
но их пространственная ориентация относительно
слоя РПЭ была нарушена. Клетки эктопической
сетчатки, расположенные во внутреннем ядерном
слое, экспрессировали маркеры амакриновых и
биполярных клеток, тогда как, находящиеся в
слое ганглиозных клеток – маркер ганглиозных
клеток (Yan et al., 2013b). Подобное прямое репро-
граммирование происходит в клетках РПЭ пер-
вичных культур ювенильных свиней, мышей и в
клетках иммортализованных линий РПЭ челове-
ка (Yan et al., 2013a). Так с помощью вирусных кон-
струкций, несущих гены NEUROD и NGN1, показа-
но, что при эктопической экспрессии NEUROD в
клеточной линии hTERT RPE-11 около 30% кон-
вертированных клеток РПЭ демонстрируют мо-
лекулярные и морфологические маркеры моло-
дых фоторецепторных клеток и количество их
увеличивается до 50% при эктопической экспрес-
сии NGN1 (Yan et al., 2013a). В то же время, в кле-
точной линии ARPE-192 количество клеток, под-
вергшихся изменению в фоторецепторы, дости-
гало лишь 10% (Yan et al., 2013a). Эту разницу в
эффективности прямого репрограммирования
клеточных линий РПЭ человека можно объяс-
нить эпигенетической памятью, которая сохра-
нилась от донорских клеток (Kim, Costello, 2017).
Так линия ARPE-19 представлена наиболее эпи-
генитическими дифференцированными клетка-
ми (Dunn et al., 1996; Kim, Costello, 2017). Тем не
менее, полученные результаты (Yan et al., 2013a)
демонстрируют, что клетки РПЭ человека спо-
собны к прямому репрограммированию под вли-
янием эктопической экспрессии генов NEUROD1
и NGN1. Однако при прямом репрограммирова-
нии клеток других тканей глаза человека (радуж-
ки, клеток Мюллеровской глии, цилиарного те-
ла) под влиянием эктопической экспрессии
NEUROD1, NGN2 образование фоторецепторных
клеток не наблюдалось (Seko et al., 2012). Можно
предположить, что для клеток РПЭ человека
транскрипционные факторы NEUROD1 и NGN1
могут выступать как мастер-гены или пионер-
факторы. Возможно, это указывает на эпигенети-

1 Клеточная линия hTERT RPE-1 получена путем трансфек-
ции клеточной линии RPE-340 плазмидой, экспрессирую-
щей каталитическую субъединицу теломеразы человека
(Rambhatla et al., 2002). Клеточная линия RPE-340 получе-
на от девочки 1-ого года жизни, умершей от травм (Matsu-
naga et al., 1999).

2 ARPE-19 получена Aotaki-Keen в 1986 г от 19-летнего мужчи-
ны, умершего от травмы головы после ДТП (Dunn et al.,
1996).
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ческую доступность ДНК клеток РПЭ для этих
факторов, которая возникла в ходе развития и со-
храняется во взрослом состоянии под влиянием
эндогенной экспрессии генов глазного поля, вы-
ступающих как пассивные пионерские факторы.

Другой высокопластичный тип клеток сетчатки –
глиальные клетки Мюллера – также обладает внут-
ренней способностью к прямому репрограммиро-
ванию. В исследовании (Guimarães et al., 2018) по-
казано, что клетки ганглиозного слоя сетчатки у
мышей можно получить из постнатальных клеток
Мюллеровской глии посредством сверхэкспрес-
сии NGN2. Эктопическая экспрессия NGN2 спо-
собствовала продукции пула нейронов с экспрес-
сией генов фоторецепторов, амакриновых клеток
и клеток ганглиозного слоя. Авторы также пока-
зали, что присутствие митогенных факторов, таких
как EGF или bFGF, стимулирующих пролифера-
цию клеток Мюллеровской глии мыши, повышало
эффективность прямого репрограммирования
(Guimarães et al., 2018). Пролиферация – это один из
пассивных способов снятия метилирование ДНК,
эпигенетической памяти, в результате которого
возрастает эффективность прямого репрограмми-
рования (Masserdotti et al., 2016; Kim, Costello, 2017).

В работах (Pollak et al., 2013; Ueki et al., 2015)
показано, что вирусная экспрессия ASCL1, друго-
го представителя семейства транскрипционных
факторов bHLH, достаточна для активации ней-
рогенной программы в клетках Мюллеровской
глии млекопитающих (мышей), как в диссоции-
рованных культурах in vitro, так и в интактной сет-
чатке in vivo. Эктопическая экспрессия тран-
скрипционного фактора ASCL1 стимулирует про-
цесс прямого репрограммирования потомков
клеток Мюллеровской глии в фоторецепторы,
амакриновые и биполярные клетки после повре-
ждения in vivo (Ueki et al., 2015). Это согласуется с
ролью ASCL1 в нормальном развитии, где извест-
но, что ASCL1 экспрессируется в поздних предше-
ственниках, которые дают амакриновые, биполяр-
ные клетки и фоторецепторы, но не ганглиозные
клетки, а делеция ASCL1 у мышей приводит к сни-
жению числа биполярных клеток и фоторецепто-
ров (Brzezinski et al., 2011).

Другой представитель семейства транскрип-
ционных факторов bHLH ASH1 (MASH1) необ-
ходим в развитии для производства поздних ней-
ронов, в том числе палочек фоторецепторов и би-
полярных клеток у мышей (Tomita et al., 1996).
Трансгенная экспрессия ASH1 инициирует ней-
рогенез сетчатки в слое РПЭ у мышей in vivo (Lan-
ning et al., 2005). У курицы временная и простран-
ственная экспрессия ASH1 совпадает с генезом
амакриновых клеток (Jasoni et al., 1994), а сверх-
экспрессия ASH1 увеличивает популяцию этих
клеток (Mao et al., 2009). В работе (Mao et al.,
2008) на молекулярном, морфологическом и фи-

зиологическом уровнях показано, что ASH1 мо-
жет напрямую репрограммировать клетки РПЭ в
сторону нейронов сетчатки in vitro, а в работе (Li
et al., 2010) – in vivo. Однако отмечено, что в РПЭ
куриных эмбрионов, инфицированных RCAS-
ASH1, не происходит прямое репрограммирова-
ние клеток в фоторецепторы (Li et al., 2010). Кро-
ме того, эти же исследователи считают, что сов-
местная эктопическая экспрессия ASH1, ATH3 и
CHX10 способствует более эффективному генезу
биполярных клеток (Yan et al., 2010), где за узкую
клеточную специализированность отвечает ASH1.

Однако не все гены bHLH семейства, экспрес-
сирующиеся в развивающейся сетчатке, и гомо-
логичные пронейральным генам дрозофилы,
способны инициировать прямое репрограммиро-
вание РПЭ в нейроны сетчатки. К таким “неэф-
фективным” генам относят NSCL1 и NSCL2
(Wang, Yan, 2012).

Дегенерация клеток ганглиозного слоя сетчат-
ки является основным признаком глаукомы, по-
ражающей людей пожилого возраста, поэтому
восстановление ганглиозных клеток находится в
ряду важнейших задач, как и восстановление фо-
торецепторов (Guimarães et al., 2018). В работе
(Ma et al., 2009a) показано участие транскрипци-
онного фактора SOX2, относящегося к семейству
Sox, в индукции экспрессии маркеров ганглиоз-
ных и амакриновых нейронов в клетках РПЭ кури-
ных эмбрионов in vivo и in vitro и в ингибировании
экспрессии РПЭ-специфических генов. Применив
подход (Ma et al., 2009a), использованный на ку-
рицах, другие исследователи (Hu et al., 2014) по-
пытались репрограммировать клетки РПЭ, полу-
ченные из ЭСК человека (см. рис. 1). В результате
они обнаружили повышенную экспрессию ге-
нов-маркеров нейрональных и глиальных клеток
сетчатки и снижение экспрессии РПЭ-специфи-
ческих генов. Однако в отличие от работы (Ma
et al., 2009a) исследователи (Hu et al., 2014) в РПЭ
человека не обнаружили экспрессию таких мар-
керов ганглиозных клеток, как Islet 1/2 и проте-
инкиназу C, а также экспрессию vGAT, что ука-
зывало на отсутствие ГАМК-ергических нейро-
нов. Кроме того, конвертированные клетки РПЭ
человека не усваивали FM1-43С при стимуляции
калием, что, по мнению (Hu et al., 2014), говорит
об отсутствии механизма синаптической переда-
чи. Эффект сверхэкспрессии SOX2 в клетках РПЭ
неонатального и взрослого человека in vitro также
был оценен и в других исследованиях (Ezati et al.,
2018) (см. рис. 1). Результаты показали, что SOX2
индуцирует прямое репрограммирование клеток
РПЭ человека in vitro, при этом наблюдается уве-
личение экспрессии PAX6, CHX10, THY1 и появ-
ление родопсин-позитивных клеток, что указы-
вает на генерацию нейрональных терминально
дифференцированных клеток сетчатки (Ezati
et al., 2018). SOX2 является пионер-фактором при



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 4  2020

РЕПРОГРАММИРОВАНИЕ ДИФФЕРЕНЦИРОВАННОГО РЕТИНАЛЬНОГО 267

прямом репрограммировании в ганглиозные
клетки сетчатки для клеток РПЭ как курицы, так
и человека. Но у человека происходит частичная
клеточная конверсия, без образования функцио-
нальных ганглиозных клеток.

Таким образом, анализ показал, что тран-
скрипционные факторы клеточной специализа-
ции и дифференцировки клеток сетчатки, отно-
сящиеся к семейству bHLH и SOX, индуцируют
процесс прямого репрограммирования клеток
РПЭ позвоночных и человека в нейроны сетчат-
ки. При этом тип клеток, индуцируемый пря-
мым репрограммированием, зависит от исполь-
зуемого гена и от его предполагаемой роли в раз-
витии сетчатки. Так специфичными генами для
получения фоторецептороподобных клеток при
прямом репрограммировании клеток РПЭ явля-
ются NEUROD1, NGN1 и NGN3 (Yan et al., 2013b;
Wang, Yan, 2014), для получения биполярных кле-
ток – ASH1 (Li et al., 2010), а для получения ган-
глиозных клеток – SOX2 (Hu et al., 2014; Ezati
et al., 2018). Кроме того, исследования по прямо-
му репрограммированию различных типов кле-
ток показали, что индуцируемый тип клеток за-
висит от исходного источника клеток. Так, на-
пример, ASCL1 или NGN2 могут конвертировать
клетки астроглии мозжечка и неокортекса в ней-
роны головного мозга (Chouchane et al., 2017), а
клетки Мюллеровской глии – в нейроны сетчат-
ки (Pollak et al., 2013). Эти данные свидетельствуют
о важной роли типовой и региональной специфи-
кации репрограммируемой клетки в определении
идентичности индуцированных нейронов (Mas-
serdotti et al., 2016). Кроме того, очевидно, что эф-
фективность прямого репрограммирования силь-
но зависит от принадлежности клеток тому или
иному виду позвоночных. Так, клетки РПЭ цып-
лят под влиянием сверхэкспрессии генов преоб-
разуются в морфологически, молекулярно и фи-
зиологически полноценные специфические
клетки сетчатки, тогда как у человека подобное
изменение происходит лишь частично. Если для
прямого репрограммирования клеток РПЭ кури-
цы достаточно одного генетического фактора, то
для РПЭ человека использование единичного
фактора может быть малоэффективно. Тем не ме-
нее, факторы семейства bHLH и SOX способны
индуцировать прямое репрограммирование кле-
ток РПЭ человека в нейроны сетчатки, что позво-
ляет их использовать, как пионерские факторы
при прямом репрограммировании в отличие от
транскрипционных факторов глазного поля.

Роль комбинации различных транскрипционных
факторов в прямом репрограммировании. Накоплен-
ные данные свидетельствуют о том, что не один, а
конкретная комбинация нескольких транскрипци-
онных факторов, может быть наиболее эффектив-
ным инструментом для прямого репрограммирова-
ния клеток РПЭ взрослого человека. Сочетание

транскрипционных факторов глазного поля и фак-
торов клеточной специализации из семейства
bHLH, стимулирует прямое репрограммирование
различных клеток глаза человека в нейроны сет-
чатки (Inoue et al., 2010; Seko et al., 2012). В 2012 го-
ду Секо с коллегами (Seko et al., 2012) конвертиро-
вали при помощи вирусной трансфекции генов,
отвечающих за формирование и функционирова-
ние различных фоторецепторов сетчатки: SIX3,
PAX6, CRX, RX, NRL и NEUROD1 клетки пигмент-
ного эпителия радужки, Мюллеровской глии и
цилиарного тела человека в фоторецепторы, а
также фибробласты в фоторецепторы (Seko et al.,
2014). Как уже было сказано выше, экзогенная
экспрессия одного гена из этого ряда в одиночку
не индуцирует образование фоторецепторных фе-
нотипов в исследуемых клетках in vitro (Seko et al.,
2012), при этом в различных комбинациях, на-
пример, CRX, RX, и NEUROD, которая является
“эффективной”, экзогенная экспрессия генов
превращает клетки радужки человека в фоторе-
цепторы (Seko et al., 2012). Далее, при получении
фоторецепторов из РСК человека in vitro (Inoue
et al., 2010) использовали комбинированную транс-
фекцию генов OTX2 и CRX. Повышенную эффек-
тивность прямого репрограммирования РСК по
сравнению с другими клетками глаза можно объ-
яснить, по аналогии с нейральными стволовыми
клетками, не только эпигенетическими особен-
ностями, но и их постепенной дифференциров-
кой, с чередованием пролиферации и промежу-
точных состояний дифференцировки, которая
позволяет им медленно приобретать наиболее
подходящий метаболизм, необходимый для при-
обретения и преобразования клеточной судьбы.
(Masserdotti et al., 2016).

Перспективы генетического прямого репрограм-
мирования. Несмотря на ярко выраженные успехи
в прямом репрограммировании клеток глаза чело-
века, оно зачастую проходит не полноценно и, хо-
тя клетки приобретают многие характеристики
нейральных клеток сетчатки они оказываются ма-
лофункциональными (Seko et al., 2012; Yan et al.,
2013a; Hu et al., 2014). В отличие от эмбрионов ку-
рицы и мышей у человека клетки РПЭ несут та-
кие разноуровневые блокировки, что даже экто-
пическая экспрессия специфических генов не спо-
собна полноценно их конвертировать. Дело может
быть в том, что терминально дифференцирован-
ные соматические клетки богаты эпигенетически-
ми регуляторными механизмами, которые фикси-
руют специфические паттерны экспрессии генов.
Существуют работы, показывающие сохранение в
репрограммируемых клетках эпигенетической па-
мяти о прежнем состоянии. Так, исследователи
(Hu et al., 2010) репрограммировали РПЭ плода че-
ловека до состояния ИПСК с помощью лентиви-
русной экспрессии OCT4, SOX2, LIN28 и NANOG.
Полученные линии ИПСК демонстрировали
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морфологию сходную с человеческими ЭСК, они
экспрессировали маркеры стволовых клеток, и
образованные из них тератомы содержали произ-
водные всех трех зародышевых листков. Однако не-
которые из этих линий демонстрировали явное
предпочтение к редифференцировке в РПЭ. Одним
из способов сохранения эпигенетической памяти в
клетках является метилирование ДНК, которое
способно сохраняться в течение многочисленных
клеточных циклов (Kim, Costello, 2017).

В заключение по генетическому прямому ре-
программированию можно с полной уверенно-
стью сказать, что для клеток РПЭ человека ис-
пользование данного метода малоэффективно,
необходимо продолжить поиск других репро-
граммирующих факторов и условий. Кроме того,
сам метод генетической трансфекции транскрип-
ционных факторов имеет низкий процент эффек-
тивности репрограммирования (0.01–6%). Но эту
эффективность можно повысить при помощи ма-
лых молекул, некодирующих РНК, факторов роста
и других соединений, которые непосредственно
влияют на молекулярные каскады, вовлеченных в
клеточное репрограммирование, сигнальные пути,
генетическую трансфекцию, на клеточный метабо-
лизм, на пролиферацию и клеточную гибель. По-
казано, что защита клеток от окислительного
стресса и гибели, снижение пролиферации значи-
тельно улучшает эффективность клеточного пря-
мого репрограммирования в нейроны (Masserdotti
et al., 2016). Метод последовательного увеличения
экспрессии разных генов, имитирующий процес-
сы индукции и созревание нейронов, так же уве-
личивает эффективность прямого репрограмми-
рования. Кроме того, исследователи используют
комбинации генетической трансфекции с эпиге-
нетическими агентами и факторами роста. Так, в
работе (Yao et al., 2018) при прямом репрограмми-
ровании клеток Мюллеровской глии исследова-
тели сначала стимулировали сверхэкспрессию
β-катенина с последующей сверхэкспрессией
транскрипционных факторов OTX2, CRX и NRL.
А в исследовании (Chen et al., 2010) на ИПСК мы-
шей in vitro показано, что для получения клеток
ганглиозного слоя требуется сверхэкспрессия
MATH5 в комбинации с факторами роста и малыми
молекулами DKK1, NOGGIN и DAPT. Схожие ре-
зультаты получены в работе (Deng et al., 2016), в ко-
торой сверхэкспрессия ATOH7 (MATH5) в присут-
ствии экзогенных молекул, участвующих в нейро-
генезе сетчатки, таких как DKK1, NOGGIN и
LEFTY A, стимулировала дифференцировку проге-
ниторных клеток сетчатки человека, полученных из
ИПСК, в клетки ганглиозного слоя сетчатки.

Из выше сказанного, можно предположить,
что для полноценного прямого репрограммиро-
вания клеток РПЭ человека в клетки сетчатки не-
обходим тщательный подбор особых условий.
Необходимо использовать комбинацию эпигене-

тических (в частности, деметилирующие агенты)
и генетических факторов (например, трансфек-
цию генов bHLH семейства), а также коктейли из
низкомолекулярных соединений, влияющие не-
посредственно на ремоделирование хроматина,
транскрипцию генов, сигнальные пути, клеточ-
ный цикл (пролиферацию и апоптоз) и метабо-
лизм, и дифференцировку клеток.

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ГЕНЕТИЧЕСКОМУ 
МЕТОДЫ ПРЯМОГО 

РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ

Химическое прямое репрограммирование пред-
ставляет собой прямое репрограммирование кле-
ток при помощи малых молекул, основанное на
управлении путями, которые определяют клеточ-
ную судьбу. Показано, что ингибирование малы-
ми молекулами четырех сигнальных путей,
Notch, TGF-β, BMP, и GSK-3β, оказалось доста-
точным для активации нейрогенеза в гиппокампе
головного мозга мыши in vivo (Yin et al., 2019). Ти-
пичный низкомолекулярный коктейль, исполь-
зуемый для конверсии клеток включает в себя
следующие компоненты: эпигенетические модуля-
торы; молекулы, подавляющие исходные характе-
ристики клеток; соединения, индуцирующие ха-
рактеристики получаемых клеток; факторы, спо-
собствующие выживаемости и функционированию
репрограммируемых клеток in vitro (Xie et al., 2017).
Так, в работе (Zhu et al., 2010) комбинация химиче-
ских соединений и одного фактора транскрипции
оказалось достаточным для репрограммирования
соматической клетки в ИПСК. Исследователи
(Liu et al., 2013) при помощи комбинации NGN2 с
малыми молекулами, форсколином, активатором
цАМФ в сигнальном пути PKA, и дорсоморфи-
ном, ингибитором BMP, напрямую репрограм-
мировали фибробласты легких плода человека в
холинергические нейроны с функциональной
электрофизиологией. Позднее исследователи
(Hou et al., 2013) показали, что комбинации
только из семи малых молекул достаточно для
химического репрограммирования соматиче-
ских клеток в ИПСК. За последние несколько лет
подходы с использованием низкомолекулярных
молекул достигли значительных успехов в индук-
ции плюрипотентных или функционально диф-
ференцированных клеток из соматических кле-
ток (Xie et al., 2017). По сравнению с другими ме-
тодами, низкомолекулярные соединения имеют
ряд уникальных преимуществ, таких как универ-
сальность структуры и простота в манипулирова-
нии в зависимости от времени и концентрации.
Наряду с этим, не стоит забывать о проблемах
токсичности, способах доставки малых молекул и
о том, что сам процесс подбора необходимых ма-
лых молекул может быть трудоемким и дорого-
стоящим. Тем не менее, сегодня многие исследо-
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ватели считают, что развитие технологий с ис-
пользованием малых молекул и CRISPR/CAS9
системы может лечь в основу успешной регенера-
тивной терапии для восстановления тканей.

МикроРНК прямое репрограммирование. Из-
вестно, что микроРНК играют важную роль в пост-
транскрипционной регуляции, нейральной диф-
ференцировке, морфологическом и фенотипиче-
ском развитии (Ebert, Sharp, 2012). МикроРНК
регулируют не только экспрессию генов и белков,
но и действуют как эпигенетические факторы.
Многие исследования показали, что микроРНК
обладают свойством прямого воздействия на
субъединицы комплексов ремоделирования хро-
матина, ассоциированных с АТФ-зависимым
BRG/BRM-фактором (BAF), который является
критическим при дифференцировке нейронов
(Staahl et al., 2013; Abernathy et al., 2017; Lu, Yoo,
2018). При прямом репрограммировании сомати-
ческих клеток в нейроны используют микроРНК
в комбинациях с различными транскрипционны-
ми факторами (Yoo et al., 2011). Исследователи
(Yoo et al., 2011) использовали miR-9/9* и miR-
124, микроРНК специфичные для нервных кле-
ток, в комбинации с транскрипционным факто-
ром NEUROD1 для превращения фибробластов
человека в нейроны. Однако полученные клетки
не всегда демонстрировали повторяющийся по-
тенциал действия, что указывает на незрелость
нейронов. Для решения этой проблемы та же
группа исследователей использовала два других
фактора, ASCL1 и MYT1L, где были получены
клетки с более высокой степенью зрелости (Yoo
et al., 2011). Многочисленные исследования де-
монстрируют, что именно комбинация мик-
роРНК и узкоспециализированных транскрипци-
онных факторов является наиболее эффективной
для получения нейронов из других соматических
клеток.

Хотя, в доступной нам литературе мы не встре-
тили сообщений по использованию комбинации
эпигенетических, генетических и низкомолеку-
лярных соединений для прямого репрограммиро-
вания клеток РПЭ человека, достигнутые успехи
по прямому репрограммированию иных сомати-
ческих клеток в различные подтипы нейронов,
вселяют надежду на возможность этого процесса.

ВЫЧИСЛИТЕЛЬНОЕ ПРОГНОЗИРОВАНИЕ 
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ

Последние достижения в области вычислитель-
ной биологии – это создание специфических про-
грамм для прогнозирования транскрипционных
факторов, необходимых для клеточного прямого
репрограммирования. Вычислительные алгоритмы
CellNet, Mogrify, BART, MAGICACT и CellRouter
анализируют, классифицируют и предсказывают
функции транскрипционных факторов, тем са-

мым облегчая и ускоряя процесс скрининга
(Morris et al., 2014; El Wazan et al., 2019). Другой
подход заключается в создании компьютерной
модели клетки, которая позволяет создавать си-
муляцию событий при использовании тех или
иных факторов прямого репрограммирования,
например DeepNEU (Danter, 2019). Хотя эти пе-
редовые алгоритмические модели все еще нахо-
дятся в зачаточном состоянии, дальнейшее их
развитие улучшит наше понимание фундамен-
тальных свойств клеток и молекулярного взаимо-
действия факторов транскрипции, необходимых
для прямого репрограммирования (El Wazan et al.,
2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Существующие исследования показывают вы-
сокий потенциал клеток РПЭ позвоночных к
прямому репрограммированию в нейроны сет-
чатки in vivo. Несмотря на незначительное число
работ по прямому репрограммированию клеток
РПЭ человека, можно с полной уверенность ска-
зать, что клетки РПЭ человека способны отвечать
на воздействия генной инженерии. РПЭ доступен
для различных векторов, доставляющих в клетки
разнообразные молекулы: гены транскрипцион-
ных факторов, химерные эндонуклеазы, систему
CRISPR/Cas, рекомбинантные белки и низкомо-
лекулярные соединения. Клетки отвечают на
присутствие экзогенного генома ожидаемо для
исследователей. Основываясь на результатах по-
лученных по прямому репрограммированию кле-
ток позвоночных в клетки сетчатки, на достиже-
ниях вычислительной биологии, можно предпо-
ложить наиболее оптимальный набор факторов
из эпигенетичеких, генетических и химических
факторов с добавлением нейротропных факторов
и факторов роста для успешной конверсии клеток
РПЭ человека в нейроны сетчатки.
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Impairment of the homeostatic and functional integrity of the retina and retinal pigment epithelium (RPE)
is the main reason of a number of degenerative diseases of the human eye, accompanied by loss of vision. De-
spite the significant progress made over the past decades in the development of new methods of treatment for
this pathology, a number of complications remain when using surgical methods of vision correction and so
far insurmountable limitations in the use of modern approaches, such as gene therapy and genetic engineer-
ing. One of the promising approaches to the treatment of degenerative diseases of the retina may be an ap-
proach based on the use of regenerative abilities of own endogenous cells with high plasticity, in particular
RPE cells and Muller glia. Currently, vertebrate RPE cells are of great interest as a source of new photorecep-
tors and other neurons in the degraded retina in vivo. In this regard, the possibilities of their direct reprogram-
ming by genetic, epigenetic, chemical methods and their combination are investigated. The review focuses on
research on gene reprogramming of vertebrate RPE cells into retinal neurons, with detailed analysis of the
genes used as the main reprogramming factors, comparative analysis and extrapolation of experimental data
from animals to humans. In addition, the review covers work on the use of alternative genetically-directed re-
programming approaches-chemically-mediated with the use of cocktails of therapeutic low-molecular com-
pounds and microRNAs. In general, the results of research indicate the complexity of the process of repro-
gramming human RPE cells into retinal neurons. However, taking into account the results of reprogramming
vertebrate cells, the availability of human RPE cells for various vectors that deliver a variety of molecules to
cells: transcription factors, chimeric endonucleases, recombinant proteins and low-molecular compounds,
we can assume the most optimal set of factors for the successful conversion of human RPE cells into retinal
neurons.

Keywords: retinal pigment epithelium, RPE, retinal regeneration, gene-directed reprogramming, transcrip-
tion factors, degenerative-dystrophic diseases of the eye


