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В обзоре, с использованием литературных и собственных данных, приведена информация о прове-
денных в разное время экспериментах с применением органотипического культивирования сетчат-
ки позвоночных животных и человека. Метод позволяет сохранять структуру и жизнеспособность
сетчатки, моделировать ряд ее патологических состояний, наблюдать за процессами развития, ре-
генерации и реконструкции, гибелью и ростом отростков нейронов. Помимо этого, органотипиче-
ское культивирование дает возможность воздействовать на все указанные процессы различными
регулирующими факторами, а также защитными/повреждающими агентами в строго заданных
концентрациях и при контролируемых условиях. Особое внимание уделено поведению клеток ре-
тинального пигментного эпителия, фоторецепторных клеток, глиальных клеток Мюллера, гангли-
озных клеток и их аксонов, то есть тем клеточным популяциям, которые чаще всего затрагиваются
в случаях различных патологических состояний и заболеваний сетчатки. Отдельный раздел посвя-
щен активно развиваемым сегодня производству и культивированию так называемых органоидов
сетчатки. Направление сулит возможности для трансплантации клеток сетчатки, проведения экс-
периментов по генотерапии, а также тестированию офтальмологических фармакологических пре-
паратов.
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ВВЕДЕНИЕ
Клеточные культуры in vitro являются важным

инструментом в исследованиях отдельно взятых
клеточных популяций в условиях их изоляции, и
существенным дополнением к экспериментам,
проводимым in vivo. Клеточные культуры позволя-
ют изучать жизнеспособность, морфологию, пове-
дение, функцию клеток и их популяций, а также
влияние на эти процессы различных субстанций,
обладающих токсическим, защитным или регуля-
торным действием. Помимо этого, клеточное куль-
тивирование – незаменимый инструмент в изуче-
нии молекулярных факторов регуляции пролифе-
рации и дифференцировки клеток, изменений или
конверсий клеточного фенотипа. Ну и, наконец,
культивирование клеток in vitro – инструмент про-
изводства и накопления популяций стволовых
или малодифференцированных клеток для самых
различных нужд современной биомедицины.

Несмотря на все преимущества клеточного
культивирования, изолированные, высаженные
in vitro клетки, лишены привычного окружения и

влияний со стороны прилежащих тканей. Это,
как известно, является определенным препят-
ствием для экстраполяции получаемых сведений на
ситуацию in situ. В этой связи в последние два деся-
тилетия большое внимание уделяется органотипи-
ческому культивированию, являющемуся более
адекватным для симуляции условий целого орга-
низма, поэтому часто в литературе эта технология
расценивается как “in vivo-like in vitro technology”
(Schutgens et al., 2016), а культивируемая ткань как
“in vivo-like in vitro model” (Cho et al., 2018). В значи-
тельной степени это касается нейральной ткани,
при изучении которой очень важно сохранение
существующей исходно сложной структурной и
синаптической организации (Humpel, 2015).

Сетчатка глаза позвоночных животных явля-
ется сложным сенсорным органом, в обеспече-
нии функции которого принимают участие раз-
личные типы нейронов, глиальные клетки, а так-
же ретинальный пигментный эпителий (РПЭ)
(Hoon et al., 2014). Основные типы клеток сетчат-
ки имеют широкий ряд подтипов, организован-
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ных в сложный, формирующийся в развитии кле-
точный ансамбль, где взаимодействие осуществля-
ется благодаря большому числу нейральных и
межклеточных связей (Amini et al., 2018). Это об-
стоятельство требует от исследователей использо-
вания в работе ткани сетчатки целиком (“whole-
mount”), без клеточного разобщения и разрушения
ее нативной структуры. Этому условию соответ-
ствует органотипическое культивирование сетчат-
ки, привлекающее в настоящее время большое
внимание.

МЕТОД ОРГАНОТИПИЧЕСКОГО 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА

Термин “органотипический” впервые был ис-
пользован в 1954 г. при описании дифференциров-
ки развивающейся сетчатки глаза цыпленка in vitro
(Reinbold, 1954). В ходе развития метода помимо
стационарной культуры целой сетчатки или ее
срезов стали использовать технику ротационного
органотипического культивирования во вращаю-
щихся трубках или культуральных флаконах
(Gähwiler, 1988; Braschler et al., 1989; Gähwiler et al.,
1997, 2001; Victorov et al., 2001). Такой способ, бла-
годаря перманентному поступлению при враще-
нии свежей порции среды к ткани, обеспечивал
большую ее сохранность, а также увеличение сро-
ков культивирования (рис. 1).

Органотипическое культивирование является
незаменимым инструментом в исследованиях ме-

ханизмов развития, регенерации сетчатки и со-
ставляющих их процессов – клеточной пролифе-
рации, миграции, дифференцировки, а также
морфогенеза (Amini et al., 2018). В ходе исследова-
ний оказалось возможным культивировать цели-
ком глазные бокалы 2–5-ти дневных куриных и
перепелиных эмбрионов в течение двух суток
(Halfter, Deiss, 1986). На протяжении шести суток
культивировали сетчатки 5–6-ти дневных эмбри-
онов кур вместе с РПЭ и без него (Liu et al., 1988).
Сетчатку неонатальных кроликов культивирова-
ли на протяжении двух недель (Germer et al., 1997;
Pinzon-Duarte et al., 2000), а эксплантаты сетчат-
ки неонатальных мышей, помещенные в бессы-
вороточную среду – четыре недели (Caffe et al.,
1993; Ogilvie et al., 1999). Часто применяли куль-
тивирование радиальных срезов сетчатки различ-
ной толщины, полученных как от высших, так и
низших позвоночных животных (Mack, Fernald,
1991; Feigenspan et al., 1993; Sassoe-Pognetto et al.,
1996).

Сегодня органотипическое культивирование
сетчатки wholemount широко используется для
самых различных целей, в том числе для морфо-
логических, биохимических и фармакологиче-
ских исследований этой ткани (см. обзор Li et al.,
2018). Условия органотипического культивирова-
ния применяют для проведения генно-инженер-
ных манипуляций (Moritoh et al., 2010), в частности
переноса генов, способных транзитно экспресси-
роваться в клетках культивируемой сетчатки

Рис. 1. Этапы органотипического ротационного культивирования сетчатки глаза. 1 – микрохирургическое выделение
сетчатки: а – изоляция переднего сектора глаза, б – сетчатка в составе задней стенки глаза и ее изоляция (стрелка); 2 –
помещение образцов в холодную среду культивирования; 3 – экспозиция изолированных сетчаток в среде при посто-
янном вращении; 4 – замкнутая сфера сетчатки крысы по окончании экспозиции.
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(Moritoh et al., 2013). И, наконец, органотипиче-
ское культивирование позволяет проводить мно-
гочисленные фармакологические испытания, в
ходе которых можно строго контролировать усло-
вия тестирования препаратов, обладающих про-
текторным, либо токсическим эффектом.

Здесь следует напомнить, что офтальмологи-
ческие препараты чаще всего тестируются in vivo
на кроликах, кошках, собаках, свиньях и обезья-
нах (Shafaie et al., 2016). Органотипические куль-
туры являются незаменимой альтернативой этим
экспериментам, экономичны в отношении объе-
мов тестируемых веществ, позволяют значитель-
но снизить число используемых в эксперименте
животных. В экспериментах на сетчатке позво-
ночных удалось выявить эффективность различ-
ных факторов в увеличении жизнеспособности и
снижении риска повреждения нейронов. Среди
таких веществ отмечены ростовые факторы, ней-
ротрофины, цитокины (LaVail et al., 1998), белки
клеточной адгезии (Rattner et al., 2001), а также
антиокисиданты (Grigoryan et al., 2012).

Как указано выше, во многих работах на сет-
чатке позвоночных был использован материал,
полученный от развивающихся животных, фор-
мирование сетчатки глаза у которых еще не завер-
шено. В экспериментах, проведенных с помощью
органотипического ротационного культивирова-
ния, мы использовали изолированную сетчатку
wholemount взрослых животных, c целью изуче-
ния ее способности к регенерации и/или рекон-

струкции (Новикова и др., 2010; Grigoryan et al.,
2016), а также факторов, потенциально способ-
ных увеличивать клеточную жизнеспособность
(Новикова, 2010; Grigoryan et al., 2012, 2013).

СТРОЕНИЕ СЕТЧАТКИ И КЛЕТКИ 
ИСТОЧНИКИ ЕЕ ВОССТАНОВЛЕНИЯ

В контексте данной статьи необходимо коротко
остановится на строении сетчатки глаза. Сетчатка
является частью ЦНС, обеспечивает получение,
обработку зрительной информации и передачу ее в
соответствующую область мозга (Dowling, 2012).
Для выполнения подобных функций сетчатка вы-
соко организована. У позвоночных она инверти-
рована: свет должен пройти через все слои сетчат-
ки для того чтобы достичь фоторецепторов – ос-
новных акцепторов света. В эволюционном ряду
позвоночных животных сетчатка имеет общий и
универсальный план строения. Схематично по-
слойная организация сетчатки выглядит следую-
щим образом (рис. 2). Снаружи она выстлана сло-
ем пигментированных эпителиальных клеток –
РПЭ, взаимодействующих с фоторецепторами
сетчатки и обеспечивающих совместно с ними
восприятие света и его обработку для передачи по
зрительному каскаду. Каскад, в свою очередь,
обеспечивается клетками ядерных (наружный и
внутренний, НЯС и ВЯС) и сетчатых (наружный и
внутренний, НСС и ВСС) слоев, а также ганглиоз-
ными клетками, отсылающими свои отростки (ак-
соны) в зрительный нерв. НЯС представлен тела-

Рис. 2. Строение сетчатки на гистологическом срезе (а) и в схематическом изображении основных клеточных типов (б).
Из: Gramage, Hitchcock, 2014 (с модификациями).
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ми фоторецепторных клеток, а ВЯС – телами ин-
тернейронов – биполярами и амакриновыми
клетками, а также рядом горизонтальных клеток.
НСС содержит отростки фоторецепторов, взаи-
модействующие с отростками интернейронов, а
ВЯС состоит из отростков интернейронов во вза-
имодействии с отростками ганглиозных клеток.

Мюллеровская глия является единственной по-
пуляцией макроглиальных клеток в составе сетчат-
ки. Клетки Мюллера пронизывают толщу сетчат-
ки, обеспечивают механическую ее поддержку, по-
сылая свои длинные отростки наружу и вовнутрь,
участвуют в формировании наружной и внутрен-
ней пограничных мембран сетчатки (MacDonald
et al., 2015). Помимо этого, клетки Мюллера обес-
печивают трофическую поддержку всех без исклю-
чения ретинальных нейронов (Reichenbach, Bring-
mann, 2013) и служат световосприятию (Franze et al.,
2007).

Отдельно необходимо остановиться на клетках –
источниках восстановления сетчатки. Вопрос –
существенный в аспекте наших исследований с
использованием органотипического культивиро-
вания, однако слишком широкий для подробного
изложения в данной статье. Спектр эндогенных
клеток источников восстановления сетчатки опи-
сан в литературе последних лет (Jeon, Oh, 2015;
Chohan et al., 2017; Григорян, 2018, 2019). В сетчат-
ке глаза к категории клеток, которые в зависимо-
сти от вида и возраста животных потенциально
могут или реально участвуют в восстановлении
сетчатки, относят клетки цилиарной области гла-
за. У низших позвоночных животных это – цили-
арная маргинальная зона – ЦМЗ, а у высших –
область края сетчатки и цилиарного тела. Поми-
мо этого, регенерационный ресурс представляют
РПЭ и клетки Мюллера. Последние расценива-
ются как наиболее перспективные для регенерации
сетчатки высших позвоночных и человека (см. об-
зор: Григорян, 2019). Еще одним важным меха-
низмом восстановления сетчатки является рост
нейральных отростков и восстановление синап-
тических связей между различными типами ней-
ронов в поврежденной сетчатке. Изучению этого
механизма также значительно способствует ме-
тод органотипического культивирования сетчат-
ки (Al-Ali et al., 2017).

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ СЕТЧАТКИ НИЗШИХ 

ПОЗВОНОЧНЫХ ЖИВОТНЫХ
В исследованиях, применявших органотипи-

ческое культивирование сетчаток низших позво-
ночных, в качестве объектов использовали рыб,
хвостатых и бесхвостых амфибий. Работ таких не-
много, что, по-видимому, обусловлено легкой
доступностью этих животных для исследований
in vivo. Тем не менее, как мы увидим ниже, и они

вносят свой существенный вклад в изучение вос-
становительных возможностей сетчатки.

Культивирование срезов сетчатки взрослых
костистых рыб в течение 5 дней позволило обна-
ружить, что in vitro сохраняются не только основ-
ные морфологические свойства ткани, в частно-
сти стратификация, но и присущие нормальной
сетчатке основные, выявляемые иммунохимиче-
ски, клеточные типы. Более того, были обнаружены
признаки регенерации сетчатки – рост клеток ЦМЗ
с периферии, а также пополнение фоторецепторно-
го слоя за счет клеток предшественников, локали-
зующихся во ВЯС. Динамика пролиферации кле-
ток ЦМЗ по результатам тимидиновой радиоавто-
графии оказалась сходной с наблюдаемой in vivo,
также, как и появление в НЯС имеющих фоторе-
цепторный иммунофенотип новых клеток. Они
были потомками клеточного источника, локализу-
ющегося в ВЯС (Mack, Fernald, 1991, 1992). Позже,
органотипическое культивирование изолирован-
ной сетчатки рыб Danio rerio позволило изучить не-
которые детали восстановления сетчатки за счет
глиальных клеток Мюллера (Lahne et al., 2017). Ре-
генерация поврежденной ярким светом сетчатки
происходила благодаря входу клеток Мюллера в
клеточный цикл, производству ими клеток-по-
томков и их последующей дифференцировке в
утерянные при облучении светом фоторецепто-
ры. При этом имела место интеркинетическая
миграция клеток-потомков Мюллеровских клеток
из ВЯС в НЯС. Проследить за этим интересным
процессом, являющимся важным, но до последне-
го времени малопонятным этапом регенерации,
удалось благодаря предварительному мечению
клеток флуоресцентной меткой (Tg[gfap:nGFP]), а
также использованию мультифотонной прижиз-
ненной микроскопии. В этом же эксперименте на
основании полученных данных прижизненной ре-
гистрации миграции клеток Мюллера была оце-
нена динамика их движения вдоль наружной и
внутренней ограничивающих мембран сетчатки
(Lahne et al., 2017). На эксплантатах сетчатки золо-
той рыбки (Carassius auratus), находящихся in vitro в
течение 5 сут, протестировано действие на рост
аксонов ганглиозных клеток таурина и серотони-
на. Отметим, что рост аксонов – один из важных,
постоянно исследуемых механизмов восстанов-
ления сетчатки. Результаты показали увеличение
скорости процесса при добавлении таурина и
снижение в присутствии в среде культивирова-
ния серотонина (Matus et al., 1997).

Примеров органотипического культивирова-
ния сетчатки бесхвостых амфибий немного. При
использовании в культуре сетчатки шпорцевой
лягушки Xenopus laevis, удалось установить, что
после разобщения нейральной сетчатки и РПЭ в
течение 3 часов происходит возвращение утра-
ченных при выделении ткани взаимодействий
фоторецепторных и клеток РПЭ. Это происходи-
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ло благодаря быстрому восстановлению, имею-
щих место in situ нативных свойств РПЭ, в част-
ности адгезивных, ключевых при взаимодей-
ствии апикальных отростков РПЭ с наружными
сегментами фоторецепторов (Defoe, Easterling,
1994). Органотипическое культивирование сет-
чатки Xenopus laevis в составе задней стенки глаза,
т.е. вместе с подстилающими сетчатку РПЭ, хо-
роидальной и склеральной оболочками, позволи-
ло подтвердить пригодность этой модели для ана-
лиза процесса восстановления взаимодействия
клеток РПЭ и фоторецепторов. В результате были
оценены не только жизнеспособность клеток на-
ружной сетчатки, но и поведение белков свето-
трансдукции аррестина и трансдуцина (Reidel et al.,
2006).

Мы проводили органотипическое роллерное
культивирование сетчатки тритона Pleurodeles
waltl (Urodela) (Новикова и др., 2010). Исследова-
ние было направлено на выяснение способов ре-
генерации и участие в ней внутренних источни-
ков сетчатки у этих животных в отсутствие РПЭ.
Последний при этом хорошо известен как основ-
ной источник клеток сетчатки для восстановле-
ния у тритонов после ее удаления, перерезки зри-

тельного нерва и отслойки сетчатки in vivo (Keefe,
1973; Mitashov, 1996, 1997, Grigoryan, 2012). Оказа-
лось, что выбранные условия длительного куль-
тивирования (в пределах одного месяца) индуци-
руют активацию, пролиферацию и миграцию
клеток – внутренних источников регенерации
нейральной сетчатки, а также рост нейральных
отростков жизнеспособных нейронов. Поскольку
сетчатку выделяли без РПЭ, восстановление мог-
ло происходить только за счет собственного кле-
точного ресурса нейральной сетчатки – клеток
ЦМЗ, биполяро-подобных клеток и, возможно,
клеток Мюллера (Григорян, 2019). Детали выде-
ления нейральной сетчатки и длительного процесса
культивирования как такового описаны в статьях
(Новикова и др., 2010; Grigoryan et al., 2016).

При ротационном органотипическом культи-
вировании in vitro вначале в результате смыкания
краев (периферии) сетчатки тритона формирова-
лись замкнутые структуры – сфероиды с обращен-
ным наружу фоторецепторным слоем (рис. 3). Че-
рез 2 недели, несмотря на гибель отдельных фото-
рецепторов и клеток внутренней сетчатки, в
образованных сфероидах сохранялась послойная
организация. Вблизи зоны смыкания сфероида в

Рис. 3. Сетчатка тритона, экспонированная в условиях ротационного органотипического культивирования. Общий
вид через две (а) и четыре (б) недели культивирования. Стрелки указывают на область смыкания сфероида и область
выхода зрительного нерва (а), масштабный отрезок: 500 мкм; в – митозы во внутреннем ядерном слое сетчатки (стрел-
ки), масштабный отрезок – 20 мкм; г – клетки, имеющие фенотип нейробластов, среди исходных нейронов внутрен-
ней части сетчатки (стрелки), масштабный отрезок – 10 мкм.

(а) (б)

(в) (г)
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НЯС и ВЯС обнаруживались многочисленные
митозы. В НЯС митотические клетки располага-
лись среди тел фоторецепторов, а в ВЯС – часто
вблизи длинного отростка клеток Мюллера (Но-
викова и др., 2010; Grigoryan et al., 2016).

На полутонких срезах была очевидной гипер-
трофия клеток Мюллера, выражающаяся в значи-
тельном увеличении размеров ядер, числа ядры-
шек и толщины длинных отростков этих клеток. В
этой популяции отдельные клетки также находи-
лись в митотической фазе. Через 2 нед. культиви-
рования в центральной области сетчатки, далекой
от периферии, были видны потоки мигрирующих
из ВЯС в НЯС клеток, и также многочисленные
митозы. Все это явилось свидетельством активного
участия внутреннего резерва регенерации сетчатки
тритона – клеток ЦМЗ, а также, возможно, лока-
лизующихся в ВЯС потомков клеток Мюллера и
биполяро-подобных клеток (Новикова и др., 2010).

Через 4 нед. культивирования сетчатки трито-
на происходило смешение ВЯС и НЯС, прораста-
ние нейральных отростков клеток в полость сфе-
роида. Клетки в митотической фазе встречались
чаще, чем через 2 нед. В результате значительная
часть клеток в таких сфероидах, проанализиро-
ванных на сериях полутонких срезах, имела ха-
рактерные признаки нейробластов (рис. 3г).

Таким образом, в процессе длительного органо-
типического культивирования in vitro, неизбежно
сопровождающегося ограниченной клеточной ги-
белью, в частности в популяции фоторецепторных
клеток, имеют место восстановительные процессы
и реконструкция взрослой нейральной сетчатки
(вне РПЭ), использующая у тритона внутренние
клеточные источники и механизмы для восстанов-
ления.

Исследование сетчатки тритона в ходе органо-
типического культивирования с помощью моле-
кулярных методов подтвердило полученные нами
морфологические сведения. О наличии значитель-
ного числа малодифференцированных клеток в
культивируемой в течение 4-х нед. сетчатке трито-
на свидетельствовали данные исследования, вы-
полненного с помощью ПЦР. Была обнаружена
высокая экспрессия генов, кодирующих ßII тубу-
лин (ßII-tub) и нуклеостемин (Ns) (белков – мар-
керов низкого уровня дифференцировки). Парал-
лельно были выявлены транскрипты регуляторно-
го фактора Fgf2, ответственного за клеточную
дедифференцировку и пролиферацию (Новикова,
2010; Маркитантова и др., 2014).

На данной модели было проведено также опре-
деление эффективности митохондриального ан-
тиоксиданта SkQ1 в поддержании жизнеспособно-
сти, пролиферативной активности и способности
к изменению фенотипа клеток. Отличия от кон-
троля (без внесения фактора в среду) выражались
не только в увеличении численности жизнеспо-

собных клеток, но и общем уровне пролифератив-
ной активности, и дедифференцировки клеток
культивируемых сетчаток. Через 30 дней культи-
вирования число дедифференцированных кле-
ток, в присутствии SkQ1 в среде, в некоторых слу-
чаях достигало 80% от общего числа клеток (Но-
викова, 2010).

С использованием органотипического культи-
вирования изучен еще один аспект регенерации
сетчатки у тритонов (Cynops pyrrhogaster), а имен-
но роли взаимодействия РПЭ с подлежащими
тканями – хороидальной и склеральной оболоч-
ками, входящими с состав задней стенки глаза, в
регенерации нейральной сетчатки не из соб-
ственного внутреннего резерва, а из клеток РПЭ
(Mitsuda et al., 2005). Обнаружено, что хороидаль-
ная (сосудистая) оболочка необходима для осу-
ществления процесса регенерации. Изолирован-
ный от хороида РПЭ не пролиферировал, но в
присутствии сосудистой оболочки, даже будучи
отделенным от нее мембранным фильтром, мог
проявить свои регенераторные возможности –
пролиферацию и трансдифференцировку в клет-
ки сетчатки. Исследование роли ростовых факто-
ров, источником которых мог быть хороид – Fgf2
и Igf1, указало на ведущую роль Fgf2, а Igf1 мог
воздействовать на инициацию и прогресс регене-
рации сетчатки из РПЭ только совместно с Fgf2.
По данным ПЦР в реальном времени, имело ме-
сто увеличение экспрессии в тканях задней стен-
ки глаза генов, кодирующих оба этих фактора,
вскоре после удаления сетчатки. Это подтвержда-
ло предположение о роли хороида, как источника
факторов, в регенерации сетчатки у тритона за
счет клеток РПЭ (Mitsuda et al., 2005).

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ СЕТЧАТКИ ПТИЦ
Модели культивированной сетчатки птиц в

основном применяли для решения вопросов, свя-
занных с развитием этой ткани. При этом часто
использовали срезы и реагрегационные (форми-
рующиеся из клеточной суспензии) культуры сет-
чатки эмбрионов цыпленка. Так, работа на срезах
эмбриональной сетчатки цыпленка в условиях
ротационного культивирования определила, что
модель полностью удовлетворяет задачам иссле-
дования – изучению дифференцировки нейро-
нов и глиальных клеток сетчатки. Более того на
модели было успешно изучено дозо-зависимое
действие на ретиногенез блокатора Na+ каналов,
мексилетина, подтверждающее пригодность мо-
дели также для токсикологических исследований
(Hoff et al., 1999). Изолированную сетчатку цып-
ленка (Е6) культивировали органотипически при
постоянном вращении, что обеспечило хорошую
ее жизнеспособность и позволило провести дроб-
ную фиксацию образцов в течение трех недель для
иммунохимического изучения хода развития. Ин-
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тересным наблюдением явилось развитие фоторе-
цепторов в отсутствие РПЭ. С помощью электрон-
ной микроскопии был обнаружен рост наружных
отростков фоторецепторных клеток вне контакта с
пигментированным эпителием сетчатки (Thangaraj
et al., 2011).

Прицельное исследование роли ростовых фак-
торов в развитии сетчатки цыпленка было прове-
дено с помощью использования блокатора их
действия сурамина (suramin) (Cirillo et al., 2001).
Культивирование эмбриональной сетчатки цып-
ленка в течение суток в присутствии сурамина
(50–200 мкM) приводило к подавлению проли-
ферации, клеточной дезинтеграции и нарушению
формирования наружной пограничной мембра-
ны. Проявление эффекта сурамина оказалось до-
зозависимым и могло быть нивелировано присут-
ствием в среде FGF-2, что подтверждало ведущую
роль этого ростового фактора в развитии сетчатки
позвоночных.

Широкая серия работ проведена на реагрега-
ционных культурах сетчатки цыпленка с целью
выявления закономерностей развития и восста-
новления сетчатки, а также влияния на этот про-
цесс различных факторов (Layer, Willbold, 1989;
Wolburg et al., 1991, Willbold, Layer, 1992). При та-
ком подходе реагрегационные культуры могли
быть получены, элиминируя (или напротив, со-
храняя), те или иные области сетчатки при ее вы-
делении (брались только центральная область
сетчатки, сетчатка с краевой (ЦМЗ) зоной, сет-
чатка вне и с РПЭ). Так, при сохранении при вы-
делении сетчатки ЦМЗ вместе с прилежащими
пигментированными клетками, в формирующих-
ся ретинотипических стратифицированных сфе-
роидах при реагрегации клеток сетчатки цыплен-
ка стадии Е9 были обнаружены скрытые регене-
рационные возможности этой ростовой области
глаза. В течение длительного времени наблюда-
лась пролиферация и дифференцировка клеток
ЦМЗ, тогда как процесс пополнения сетчатки за
счет этого источника in vivo подавляется уже на
стадии Е4 (Willbold, Layer, 1992). При этом клетки
ЦМЗ в пролиферативной фазе с образованием
нейронов сетчатки de novo находились долго. Этот
период сопровождался присутствием в ЦМЗ бу-
тирилхолинэстеразы – фермента, экспрессия ко-
торого находится в корреляции с фазой перехода
клеток от пролиферации к дифференцировке. В
результате был сделан важный вывод, что потен-
ции клеток ЦМЗ к пролиферации и пополнению
клеточного состава сетчатки цыпленка сохраня-
ются как минимум до стадии Е9 (Willbold, Layer,
1992). Роль периферической части РПЭ в гистоге-
незе ретинотипических стратифициованных сфе-
роидов была исследована в работе (Wolburg et al.,
1991). Авторам удалось выяснить, что корректная,
сопоставимая с нормальной in vivo послойная ор-
ганизация, а также рост отростков клеток глиаль-

ных клеток Мюллера и формирование при их уча-
стии ограничивающих наружной и внутренней
мембран, зависят от наличия в реагрегационных
культурах клеток РПЭ.

Так же как это было показано в отношении ро-
ли хороидальной оболочки в регенерации сетчат-
ки из клеток РПЭ у тритона, существенная роль
этой структуры была установлена в стимуляции
роста отростков нейральных клеток при культи-
вировании диссоциированных клеток экспланта-
тов сетчатки цыпленка. Действие экстракта хоро-
ида глаза цыпленка (Е18) сравнивали с действием
хорошо известного нейротрофического фактора
CNTF. Для обоих факторов был обнаружен как
стимулирующий эффект, так и дозовая зависи-
мость роста аксонов от концентраций факторов в
среде (Carri et al., 1994). Это дало основание пред-
полагать, что сосудистая оболочка обладает ши-
роким набором факторов, имеющих сигнальное и
трофическое значение при регенерации и разви-
тии сетчатки глаза амфибий и птиц.

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ

СЕТЧАТКИ МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Для млекопитающих инструмент органотипи-

ческого культивирования оказался не менее эф-
фективным для решения многих вопросов, свя-
занных с развитием и регенерацией сетчатки. Бы-
ло показано (Pinzón-Duarte, 2000), что сетчатка
неонатальных, рождающихся слепыми мышей,
находится в состоянии гистотипического разви-
тия, не только успешно переживает условия экс-
плантации и культивирования, но и демонстри-
рует завершение формирования слоев и клеточ-
ных типов, аналогично сформированным in vivo.
Интересно, что для развития фоторецепторов и
наружной пограничной мембраны оказался не-
обходим РПЭ, который, однако, не требовался
для правильного развития внутренней сетчатки,
дифференцировки ее клеток, роста отростков
нейронов и синаптогенеза (Pinzón-Duarte, 2000).
Известны также наблюдения, свидетельствую-
щие о том, что развитие сетчатки неонатальных
мышей может успешно происходить и в бессыво-
роточной среде (Caffe et al., 2001).

Что касается культивирования сетчатки пост-
натальных мышей, то в этом случае в среде без
сыворотки не только сохраняется ее, уже в основ-
ном сформированная структура, но и наблюдает-
ся продолжающийся рост нейральных отростков,
хотя и обнаруживаются потери в популяции кле-
ток НЯС (Caffe et al., 2001). В работе (Bandyopad-
hyay, Rohrer, 2010) органотипическое культивиро-
вания сетчаток постнатальных мышей также не
препятствовало нормальному развитию ткани, в
частности формированию фоторецепторов. Ткань
сетчатки была помещена в условия органного
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культивирования на стадии Р7, когда ВЯС был
сформирован, но предшественники палочек еще
не завершили активную миграцию в сторону НЯС,
в слой, полное формирование которого заверша-
ется на стадиях Р10–Р12. In vivo в дальнейшем про-
исходит рост наружных отростков фоторецепто-
ров и становление сетчатых слоев. После 11 дней
культивирования in vitro сравнение проводилось с
тканью сетчатки при нормальном развитии in vivo
на стадии Р18, когда в целом гистогенез сетчатки
мыши завершается. Сравнение продемонстриро-
вало не только сохранение структуры сетчатки,
сформированной до срока помещения ткани в
культуру, но и дальнейшее корректное формиро-
вание НЯС. В дополнение к этим результатам бы-
ла выявлена продукция 11-цис ретиналя клетка-
ми РПЭ, обеспечивающего поддержку развития
колбочек и сигнальную фототрансмиссию (Ban-
dyopadhyay, Rohrer, 2010).

В течение 10 дней были культивированы экс-
плантаты сетчаток развивающихся (стадии P3 и
P10) и взрослых (P60) мышей. Была выявлена
лучшая жизнеспособность нейронов сетчатки,
полученной от развивающихся мышей по сравне-
нию с сетчаткой взрослых животных. Методы ци-
тофлуориметрии и иммуноцитохимии помогли
установить уровень клеточной гибели, а также ее
связь с объемами и распределением в сетчатке кле-
ток микроглии/макрофагов – популяции, пред-
ставляющей систему фагоцитов, объемы которой
могут свидетельствовать об уровне дегенерации
сетчатки (Ferrer-Martin et al., 2014).

Органотипическое длительное (до 2–3-х нед.)
культивирования развивающейся сетчатки гры-
зунов представляется в настоящее время удобной
моделью для проведения ретровирусной транс-
фекции. Главным направлением этих исследова-
ний являются попытки переноса генов в рети-
нальные прогениторы для понимания роли тех
или иных регуляторных транскрипционных фак-
торов в дифференцировке и последовательности
созревания определенных специфических кле-
точных типов сетчатки (Hatakeyama, Kageyama,
2002; Zhang et al., 2002).

Существуют примеры успешного органотипи-
ческого культивирования сетчаток не только эм-
брионов или постнатальных мышей, но и полу-
ченных от взрослых особей. Так в работе (Müller
et al., 2017), проведенной с использованием имму-
нохимии и ПЦР анализа, удалось показать, что
условия in vitro способны поддерживать ткань ми-
нимум в течение 10 дней. Обнаружилось также,
что в первые 4 дня имеют место характерные из-
менения, в частности активация клеток Мюлле-
ра, изменения фоторецепторных отростков, а
также сети нейритов биполярных клеток.

Мы предприняли попытку ротационного ор-
ганотипического культивирования изолирован-

ной целой (без РПЭ) сетчатки взрослой (2 мес.)
крысы в течение 10 сут. Подробно процедуры вы-
деления, культивирования и последующего ана-
лиза описаны в статье (Новикова и др., 2010). К
концу культивирования сетчатка крысы сохраня-
ла жизнеспособность, но претерпевала значи-
тельные морфологические изменения. Сетчатки
крысы in vitro образовывали сфероиды разной
степени закрытия. Последнее определяло жизне-
способность клеток. В открытых сфероидах при
сохранении послойной организации клеточная
гибель была высокой, отсутствовали признаки
пролиферации не нейрональных клеток, а рези-
дентные макрофаги активно заселяли запустева-
ющий в результате гибели клеток ганглиозный
слой. Резидентные макрофаги в сетчатке крысы
входят в относительно большую гетерогенную
популяцию микроглиальных клеток и макрофа-
гов, различающихся в зависимости от состояния
сетчатки распределением по ее толще, по экс-
прессии некоторых антигенов, а также морфоло-
гически (Chang et al., 2005). Мы опирались на
морфологические характеристики, значительно
отличающие эти клетки от других клеток сетчат-
ки (крупные размеры, округлая или амебоидная
форма клеток).

В случае полного закрытия сфероида сетчатки
крысы инициировались реорганизация в ткани и
клеточные ответы, свидетельствующие о рекон-
струкции (рис. 4). Тела обращенных наружу фо-
торецепторных клеток теряли отростки, частично
гибли и смещались во внутреннюю часть сферои-
да, в результате чего клетки ВЯС оказывались в
наружной его части, вблизи наружной погранич-
ной мембраны. Такое поведение клеток наблюда-
ется у крыс и при иллюминации ярким светом
(Grigoryan et al., 2016). Клетки ганглиозного слоя
сохраняли при этом прежнюю локализацию. Тела
клеток в толще сфероида, обладали высокой жиз-
неспособностью, а некоторые (не нейрональные)
клетки и митотической активностью: на каждом
из серийных срезов таких сфероидов мы обнару-
живали 1–3 картины митотических делений.
Изучение клеток в фазе М и их локализации сви-
детельствовало о том, что пролиферативной ак-
тивностью обладают две клеточные популяции:
крупные макрофагальные клетки и отдельные
мелкие клетки, принадлежащие ВЯС (рис. 4в, 4г).
Последние представляли собой с высокой веро-
ятностью активированные клетки Мюллера, по-
пуляции – потенциального источника регенера-
ции клеток сетчатки, в частности, фоторецепто-
ров у мышей (Jorstad et al., 2017).

Таким образом, данные полученные с помо-
щью органотипического культивирования сет-
чатки взрослых крыс, свидетельствуют о возмож-
ности структурных изменений и активации реге-
нерационных ответов в переживающей in vitro
ткани сетчатки. Механизмы, используемые при



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 1  2020

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЕ 43

этом – транслокация клеток ВЯС наружу на фоне
частичной гибели в НЯС, смещение тел фоторе-
цепторов вовнутрь, реакция со стороны макро-
глии, а также относительная устойчивость по-
слойной организации и ограниченная пролифе-
рация не нейрональных клеток (Новикова и др.,
2010, Grigoryan et al., 2016).

С использованием органотипического культи-
вирования изучали действие на клетки сетчатки
крысы токсина и одного из факторов, обладаю-
щих нейропротекторным действием. Особое вни-
мание было обращено на уязвимые при различных
патологиях сетчатки клетки ганглиозного слоя и
их отростки. Для этого предварительно, до экс-
плантации сетчатки, еще in vivo в зону окончания
зрительного нерва у области зрительного анализа-
тора в мозге с помощью внутричерепного введе-
ния была доставлена флуоресцентная метка (Fluo-
roGold), которая, распределяясь по волокнам нер-
ва, позволяла окрасить как тела, так и отростки
ганглиозных клеток. После чего такие сетчатки
выделяли и культивировали в присутствии гента-
мицина, добавленного в среду в токсических кон-
центрациях (Smedowski et al., 2018). Вызванный
гентамицином оксидативный стресс приводил к
значительному повреждению клеток, разруше-

нию их отростков, сопровождающихся быстрым
выбросом фермента лактатдегидрогеназы – мар-
кера клеточного разрушения. Добавление цилиар-
ного нейротрофического фактора (CNTF) приво-
дило к значительному (хоть и неполному) устране-
нию данных негативных показателей в популяции
ганглиозных клеток и формирующих зрительный
нерв их отростков в ответ на действие токсина
(Smedowski et al., 2018).

Мы в качестве эффективного антиоксиданта и
нейропротектора для предотвращения клеточной
гибели сетчатки крысы, культивированной in vitro
в составе задней стенки глаза, использовали
SkQ1. Добавление 20 нM этого эффективного, за-
щищающего митохондрии клеток, препарата при-
водило к значительному сокращению клеточных
потерь в ганглиозном слое на 7 сут и предотвраще-
нию гибели и дезинтеграции клеток ВЯС на 14 сут
ротационного органотипического культивирова-
ния (Grigoryan et al., 2013).

Работа по изучению действия оксислительно-
го стресса на ретинальные клетки проведена так-
же на сетчатке свиньи, как известно, очень близ-
кой по строению к сетчатке человека (Hurst et al.,
2017). В качестве агента, индуцирующего стресс,
использовали перекись водорода (H2O2) в кон-

Рис. 4. Сетчатка крысы, экспонированная 10 дней в условиях ротационного органотипического культивирования.
(а, б) – общий вид при завершении культивирования, НЯС – наружный ядерный слой, ВЯС – внутренний ядерный
слой, масштабные отрезки: (a) – 500 мкм, (б) – 100 мкм; (в, г) – митозы ненейральных клеток во внутренней части
сетчатки (стрелки), масштабные отрезки – 10 мкм.

(а) (б)

(в) (г)

ВЯС ВЯС

НЯС

НЯС
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центрациях 100, 300 и 500 мкМ. Была проведена
оценка снижения количества жизнеспособных
клеток ганглиозного слоя, экспрессии генетиче-
ских маркеров оксидативного стресса, белка теп-
лового шока Hsp70, маркеров воспаления, увели-
чение популяции микроглии, а также активации
макроглиальных клеток. Эта работа позволила
предложить модель для тестирования не только
факторов защиты сетчатки от оксидативного стрес-
са, но и других протекторов сетчатки, а также для
исследования молекулярных механизмов гибели
ретинальных клеток (Hurst et al., 2017).

При культивировании сетчатки свиньи (Kaempf
et al., 2008) выяснилось, что РПЭ ответственен за
степень проявления реактивного глиоза – реак-
ции глиальных клеток Мюллера на структурные и
метаболитические нарушения в сетчатке (deHoz
et al., 2016). Активация клеток Мюллера, выража-
ющаяся в гипертрофии, увеличении белков про-
межуточных филаментов (глиального фибрил-
лярного белка (Gfap) и виментина (Vimentin),
оказалась значительно снижена при сохранении
взаимосвязи нейральной сетчатки и РПЭ. Наряду
с этим была снижена клеточная гибель в НЯС,
ВЯС и ганглиозном слоях сетчатки (Kaempf et al.,
2008). В другом исследовании на модели сетчатки
свиньи (комплекс: хороид-РПЭ-нейральная сет-
чатка) были созданы условия для постоянной
перфузии свежей порции среды, и сохранения
тем самым комплекса wholemount и проведения
дробной фиксации образцов в течение 10 дней
(Kobuch et al., 2008). Для оценки состояния сет-
чатки иммуногистохимически анализировали
широкий ряд параметров – клеточные пролифе-
рацию, жизнеспособность, рост отростков, а так-
же иммунофенотипы фоторецепторных и глиаль-
ных клеток. Это позволило убедительно показать,
что модель может быть применена для тестирова-
ния офтальмологических препаратов, что позво-
ляет сократить число исследований на животных
in vivo.

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ

СЕТЧАТКИ ЧЕЛОВЕКА
Органотипическое культивирование экспланти-

рованной сетчатки человека выглядит хорошим ин-
струментом для проведения самых разнообразных
исследований биомедицинского направления –
моделирования заболеваний и патологий сетчатки,
для доклинических испытаний препаратов и токси-
кологических тестов. Однако в литературе суще-
ствует только малое число работ, проведенных с ис-
пользованием эксплантатов сетчатки человека. В
ранних работах был описан рост отростков ней-
ральных клеток сетчатки человека in vitro, а также
дано описание отличий по этому параметру регене-
рации у разных доноров, в зависимости от субстрата

и присутствия стимуляторов, в частности наличия
Шванновских клеток в среде, способствующих
росту нейральных отростков (Thanos, Thiel, 1990;
Hopkins, Bunge, 1991). Позднее в работе (Osborne
et al., 2016) была сделана попытка моделирования
хронической, последовательной дегенерации
ганглиозных клеток, которые вне зависимости от
донора и времени забора материала (в границах
24 ч после смерти), были успешно маркированы с
помощью антител к нейрональному ядерному ан-
тигену (NeuN), βIII тубулину (βIII-tub), и антиге-
ну поверхности С90 (Thy-1). Параллельное изуче-
ние экспрессии этих маркерных молекул, а также
апоптоза, позволило оценить динамику гибели
ганглиозных клеток по пространству сетчатки, в
частности в области макулы, высокочувствитель-
ной ее области фовеа и вблизи нее (Osborne et al.,
2016). Недавно на той же модели проведено те-
стирование некоторых перспективных нейропро-
текторов сетчатки человека. Среди них в отноше-
нии защиты ганглиозных клеток сетчатки была
выявлена эффективность мезенхимных стволо-
вых клеток человека и производимых ими нейро-
протекторных факторов, а также PDGF (выде-
ленного из тромбоцитов ростового фактора) (Os-
borne et al., 2018).

Эксплантаты сетчатки человека in vitro были
использованы и в исследованиях ее регенераци-
онных потенций. Выяснено (Mayer et al., 2005),
что клетки – потенциальные источники восста-
новления, называемые авторами нейральными
предшественниками, (присутствие которых в сет-
чатке предполагается и широко обсуждается, Гри-
горян, 2019), способны в сетчатке человека in vitro
менять свой фенотип и затем дифференцировать-
ся в различные типы нейронов. В работе Майер с
соавторами использовали эксплантаты фрагмен-
тов сетчатки, взятых из разных ее областей, а также
отдельно краевой области pars plana. Эксплантаты
были получены от взрослых доноров (15–87 лет)
сразу после смерти и культивированы в присут-
ствии широкого набора ростовых факторов,
включая FGF-2. В клетках, выселяющихся и ми-
грирующих in vitro из таких эксплантатов, были
обнаружены отдельные признаки нейральных
прогениторов: пролиферация, экспрессия нести-
на, а также способность этих клеток формировать
нейросферы. Авторы, к сожалению, не дают ответа
на вопрос о происхождении таких клеток во взрос-
лой сетчатке человека, но предлагают модель для
дальнейшего исследования регенерационных воз-
можностей зрелой сетчатки человека в условиях
органотипического культивирования для терапев-
тических целей (Mayer et al., 2005).

Обнаружено также, что предшественники фо-
торецепторных клеток в ретинальных экспланта-
тах плода человека, а также мыши, дифференци-
руются быстрее в присутствии как сетчатки чело-
века, так и РПЭ, полученного из эмбриональных
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стволовых клеток (ЭСК) человека (Yanai et al.,
2015). На культурах сетчатки человека с перспек-
тивой в дальнейшем генетической терапии было
сделано несколько попыток переноса генов с по-
мощью вирусной трансфекции. Успешной оказа-
лась попытка с помощью этой технологии реак-
тивировать фоторецепторные клетки в отсут-
ствие у них наружного сегмента, (а потому и
фоточувствительности), а также восстановить ак-
тивность ганглиозных клеток эксплантирован-
ной сетчатки человека, используя лентивирусные
и аденовирусные векторы (Sengupta et al., 2011).

Накопленный опыт культивирования сетчат-
ки человека ex vivo недавно представлен в обзоре
Мурали и соавторов (Murali et al., 2018). Там, в
частности, указывается на то, что, несмотря на
всю привлекательность модели эксплантирован-
ной сетчатки человека и ее культивирования для
исследований развития и регенерации, моделиро-
вания патологий, а также токсикологических те-
стов и доклинических исследований, для широкого
использования модели существует большое число
ограничений. Прежде всего, это – сложность в по-
лучении постмортального материала сетчатки до-
норов, отсутствии информации о состоянии сет-
чатки – наличия у донора тех или иных заболева-
ний, способных затронуть сетчатку глаза. Следует
отметить также, что при выделении сетчатки неиз-
бежна отмеченная выше аксотомия, которая со-
провождается ретроградной гибелью отростков, а
затем и тел ганглиозных клеток. При выделении
имеет место также клеточный стресс, а также мета-
болитические изменения, которые в ходе культи-
вирования в условиях изоляции сетчатки от окру-
жающих ее тканей глаза только усиливаются.
При этом по понятной причине невозможно и
получение контролей – нормальной функцио-
нирующей ткани здоровой сетчатки человека
(Murali et al., 2018).

Приведенные выше работы, выполненные при
использовании органотипического культивиро-
вания сетчатки эмбрионов и взрослых животных
разных классов и видов позвоночных, а также на
сетчатке человека, на фоне постоянно совершен-
ствующейся техники культивирования и дости-
жений в исследовании стволовых клеток, зало-
жили основу для использования метода органо-
типического культивирования при получении так
называемых органоидов сетчатки.

ОРГАНОИДЫ СЕТЧАТКИ –
ПЕРСПЕКТИВА ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДА 

ОРГАНОТИПИЧЕСКОГО 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Как мы неоднократно упоминали выше, жиз-
неспособность ткани сетчатки значительно уве-
личивается в обновляющейся среде культивиро-
вания, позволяющей лучшую доставку веществ, а

также элиминацию продуктов метаболизма. В на-
стоящее время помимо органотипического рота-
ционного и стационарного культивирования с
этой целью используют так называемые биореак-
торы, значительно увеличивающие время культи-
вирования, а также позволяющие анализировать
биологические и биохимические процессы в сет-
чатке под строгим мониторингом условий in vitro,
таких как температура, рН, уровень кислорода
и т.д. (Martin et al., 2004; Antoni et al., 2015).

Особое значение эти новые технологические
возможности имеют для разработки техники по-
лучения так называемых органоидов сетчатки с
целью их дальнейшего применения для транс-
плантации в случаях клеточных потерь при забо-
леваниях или повреждениях сетчатки млекопита-
ющих и человека (Ader, Tanaka, 2014; Llonch et al.,
2018; DiStefano et al., 2018). Использование биоре-
акторов (Ovando-Roche et al., 2018) и технология
получения органоидов сетчатки для 3D культиви-
рования постоянно совершенствуются (Reichman
et al., 2017; DiStefano et al., 2018; Capowski et al.,
2019). Отмечается, что эти достижения имеют хо-
рошие перспективы для получения дифференци-
рованных (в разной степени от предшественни-
ков до зрелых нейронов) клеток сетчатки для
трансплантации, в частности наиболее часто по-
гибающих фоторецепторов, клеток РПЭ, а также
для тестирования различных препаратов и прове-
дения процедур геномодификации. Особое зна-
чение очень медленно развивающиеся органоиды
сетчатки имеют и для изучения дифференциров-
ки клеточных типов сетчатки и молекулярных ре-
гуляторов этого процесса.

Материалом для получения и формирования
in vitro органоидов сетчатки служат эмбриональ-
ные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) мы-
шей и человека (рис. 5). Ранее было показано, что
при формировании и развитии ретинальных ор-
ганоидов имеет место спонтанное воспроизведе-
ние процессов, сопоставимых с таковыми при ре-
тиногенезе in vivo (Eiraku et al., 2011, Nakano et al.,
2012). При соблюдении адекватных условий in vitro
культивируемые стволовые клетки начинают раз-
виваться в нейроэпителиальном направлении,
после чего образовавшийся нейроэпителий инва-
гинирует таким же образом как это происходит
при развитии глазного бокала in vivo. В дальней-
шем в результате самоорганизации эта структура
претерпевает дифференцировку клеточных типов
и морфогенез, формируя стратифицированную
ткань, содержащую дифференцированные интер-
нейроны и фоторецепторные клетки (Eiraku et al.,
2011, Nakano et al., 2012). Интересно, что процесс
созревания сетчаточных органоидов происходит
быстрее в условиях гипоксии, симулирующих
условия развития сетчатки в эмбриогенезе in vivo
(Chen et al., 2016).
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Более того, помимо структурного сходства с
сетчаткой, в культивируемых органоидах можно
добиться и рекапитуляции существующих in vivo,
биологических и метаболитических ее парамет-
ров (Yin et al., 2016; Browne et al., 2017). Однако
есть и пока не преодоленные недостатки полу-
ченных in vitro сетчаточных органоидов. Отмеча-
ется, что они плохо доступны для проникновения
различных факторов, а также не имеют необходи-
мого для той же цели кровоснабжения (McMurt-
rey, 2016). Помимо этого отмечено отсутствие
формирования сетчатых синаптических слоев
(НСС и ВСС), а также слоя ганглиозных клеток.
Подробная информация о способах культивирова-
ния органоидов сетчатки, полученных из ИПСК
человека с целью получения клеточного материала
для трансплантаций, представлена недавно в обзоре
Лонч и соавторов (Llonch et al., 2018).

Особым направлением, получившим свое раз-
витие совсем недавно, является применение ор-
ганоидов сетчатки, полученных из ИПСК паци-
ентов (patient-specific organoids), страдающих тем
или иным генетическим заболеванием сетчатки
(Foltz, Clegg, 2019). Пока используются модели
патологий сетчатки, для которых уже хорошо из-
вестны генетические мутации и их клеточные и
функциональные последствия. Одна из немного-
численных таких работ посвящена коррекции по-
следствий пигментного ретинита (PR) – распро-
страненного генетического заболевания сетчат-
ки, приводящего к слепоте. Денг и соавторы

(Deng et al., 2018) при использовании техники
CRISPR-Cas9 на клетках органоидов, получен-
ных из ИПСК пациентов, страдающих этим забо-
леванием, провели коррекцию несущего мута-
цию гена RPGR – регулятора ГТФазы, одного из
основных генов, ответственных за развитие PR.
Это позволило предотвратить нарушение строе-
ния фоторецепторов и РПЭ, вернуть клеткам их
электрофизиологические свойства, а также вос-
становить генетическую экспрессию RPGR в фо-
торецепторных клетках до уровня контрольного.
Можно предвидеть, что с развитием способов по-
лучения органоидов, в том числе персонифици-
рованных, с дальнейшим совершенствованием
способов органотипического культивирования, а
также методов коррекционной геномодифика-
ции, это направление в ближайшие годы получит
особое развитие, открывающее перспективы ге-
нетической терапии наследственных, пока неиз-
лечимых заболеваний сетчатки глаза.

Работа выполнена в рамках раздела Государ-
ственного задания ИБР РАН, № ГЗ 0108-2018-0005.
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In the review using literature and our own data the information about experiments held at different time with
application of organotypic culturing of the retina of vertebrate animals and human is provided. The method
allows to maintain retinal structure and viability, simulate a number of its pathological states, watch for pro-
cesses of development, regeneration, reconstruction, and loss and regrowth of neural processes. Besides, the
organotypic culturing gives opportunities to affect mentioned processes by various regulatory factors as well
as toxic or protecting agents in strictly specified concentrations and in controlled conditions. Special atten-
tion is paid to the behavior of retinal pigment epithelial cells, photoreceptor cells, Mullerian glial cells, gan-
glion cells and their axons, another words to those cell populations which are often affected in cases of various
pathological states and diseases of the retina. A separate section is devoted to actively developing today the
production and culturing of so called retinal organoids. The direction promises opportunities for retinal cells’
transplantation, for gene therapy experiments and testing of ophthalmo-pharmacological drugs.
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