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Показана экспрессия мРНК генов Толл-подобных рецепторов (TLRs) 2, 4, 7, 9 в сетчатке, хрустали-
ке и стекловидном теле глаза 13, 17 и 19 недельных плодов человека. Результаты работы могут сви-
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генезе и синаптогенезе сетчатки, в процессах пролиферации и элонгации хрусталиковых волокон,
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ВВЕДЕНИЕ
Толл-подобные рецепторы (TLRs) – транс-

мембранные белковые молекулы 1 типа. Они рас-
познают консервативные структуры микроорга-
низмов (бактерий, вирусов, грибов) и являются
сигнальными рецепторами врожденного имму-
нитета (Хаитов и др., 2009; Kannaki et al., 2010;
Akira et al., 2006). TLRs экспрессируются на гемо-
поэтических клетках, клетках лимфоидного и ми-
елоидного ряда (моноцитах/макрофагах, нейтро-
филах, дендритных, тучных клетках, лимфоци-
тах). Экспрессия TLRs присутствует в эндотелии
сосудов, клетках эпителиального и мезенхималь-
ного происхождения. В зависимости от типа ре-
цептора они локализуются либо на поверхности,
либо в цитоплазме клеток (Brito et al., 2004; Fleer,
Krediet, 2007; Iwasaki, Medzhitov, 2010, 2015; Luger
et al., 2013; Kulikova et al., 2014; Sriram et al., 2016).
Так, рецепторы TLR2, TLR4 располагаются на
клеточной мембране и при инфицировании распо-
знают бактериальные лиганды. Такие рецепторы
как TLR7 и TLR9 экспрессируются в цитоплазма-
тических органеллах, преимущественно в эндосо-
мах, лизосомах, эндолизосомах и эндоплазматиче-
ском ретикулуме. TLR7 распознают собственную и
вирусную одноцепочную РНК, а TLR9 является
детектором неметилированных участков CpG фаг-
ментов ДНК бактериальной природы (Akira et al.,
2006; Pandey et al., 2015).

Однако функции TLRs не ограничиваются
участием в иммунном ответе организма при попа-
дании инфекционного агента. Показана важная
роль TLRs в асептическом воспалении, при трав-
матическом повреждении тканей и процессах ре-
парации (Breen et al., 2012). Появляется все боль-
ше сведений, где показана экспрессия TLRs в раз-
личных органах и тканях вне инфицирования, как
во взрослом организме, так и в процессе его разви-
тия. Это подтверждает, что TLRs могут функцио-
нировать не только как защитный механизм орга-
низма от инфекций (Kannaki et al., 2015), но и
участвовать в процессах эмбрионального развития
органов и тканей, где им отводится роль регулято-
ров фундаментальных клеточных процессов, таких
как миграция, пролиферация, дифференцировка и
апоптоз (Harju et al., 2001; Li et al., 2010; Krysko et al.,
2011; Kannaki et al., 2015; Ma et al., 2017).

Рецептор TLR4 является уникальным среди
других TLRs тем, что он может вовлекать два сиг-
нальных пути: MyD88 посредством адаптерной мо-
лекулы TIRAP и MyD88-независимый путь по-
средством адаптерной молекулы TRIF, приводя-
щих к активации фактора NF-κB и запуску синтеза
провоспалительных цитокинов. Помимо актива-
ции воспаления, TLRs также регулируют апоптоз,
пролиферацию и выживание клеток, что свиде-
тельствует о свойствах иммунных клеток и их уча-
стии в интеграции воспалительных реакций и в
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процессах восстановления тканей. В этой связи
важными ключевыми сигнальными молекулами
TLR являются митоген-активируемые протеин-
киназы (MAPK) (Muzio et al., 1998; Li et al., 2010;
Amirchaghmaghi et al., 2013; Ma et al., 2017).

Имеются данные, свидетельствующие о том,
что TLRs и их адаптерные белки связаны с раз-
личными аспектами нейрогенеза и синаптогенеза
в развитии мозга позвоночных и с пластичностью
нервных клеток (Rolls et al., 2007; Okun et al., 2011;
Kaul et al., 2012; Barak et al., 2014; Kawasaki, Kawai,
2014; Anthoney et al., 2018). В предшествующем
исследовании с применением метода иммунохи-
мии нами впервые была показана динамика лока-
лизации TLR2 и TLR4 в сетчатке в пренатальном
развитии человека, указывающая на то, что эти
рецепторы играют важную роль в нормальном
развитии сетчатки: нейрогенезе, аксоногенезе и
формировании сосудов (Panova et al., 2018).

Сведений об экспрессии генов Толл-подоб-
ных рецепторов в тканях глаза человека в период
пренатального развития к настоящему времени
нами найдено не было. Цель представленной ра-
боты – проанализировать экспрессию мРНК ге-
нов TLR2, TLR4, TLR7 и TLR9 в сетчатке, хруста-
лике и стекловидном теле в процессе нормально-
го развития глаза плодов человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали стекловидное тело, сетчатку и
хрусталик от 3-х плодов 13, 17 и 19 нед. гестации.
Возраст плодов соответствовал срокам, установ-
ленным врачом-акушером. Глазные яблоки, по-
лученные при аутопсии, отделяли от окружаю-
щих тканей и отмывали в нескольких сменах фи-
зиологического раствора (0.9% NaCl). Затем под
бинокулярной лупой МБС-9 вырезали по лимбу
роговицу, извлекали стекловидное тело, хрусталик
и сетчатку. Сетчатку очищали от пигментного
эпителия. Стекловидное тело центрифугировали
(eppendorf centrifuge 5417R при 12500 об./мин и 4°С
в течение 30 мин). После центрифугирования над-
осадочную жидкость удаляли. Осадок стекловид-
ного тела, сетчатку и хрусталик использовали для
исследования уровня экспрессии мРНК генов
Толл-подобных рецепторов TLR2, TLR4, TLR7,
TLR9 методом ОТ-ПЦР в режиме реального вре-
мени (все использованные реактивы и детектирую-
щие амплификаторы производства ООО “ДНК-
Технология”, Россия).

Во избежание деградации мРНК взятый мате-
риал помещался в пробирки с раствором гуани-
динтиоцианата (лизирующий раствор набора
“Проба-НК”). Выделение тотальной РНК про-
водили с использованием набора “Проба-НК”.
Принцип метода основан на лизисе клеток, оса-
ждении РНК изопропанолом в присутствии

соосадителя, последующих отмывках и элюции
РНК. В реакции использовали олигонуклеотиды,
специфичные в отношении транскриптов генов и
не отжигающиеся на матрице геномной ДНК.
Поэтому обработка образцов ДНКазой не требо-
валась. Реакцию обратной транскрипции ставили
при температуре 40°С в течение 30 мин, с после-
дующей инактивацией обратной транскриптазы в
течение 5 мин при температуре 95°С. В реакции
обратной транскрипции использовалась смесь
специфических олигонуклеотидов всех исследу-
емых генов. Амплификация осуществлялась в
режиме реального времени с измерением уровня
флуоресценции по каналу FAM на каждом цикле
при температуре отжига праймеров 64°С. Реализа-
цию “горячего старта” обеспечивали использова-
нием Taq-полимеразы, активность которой блоки-
ровали антителами и восстанавливали при прогре-
ве. Реакцию ставили в двух повторах для каждой
точки. Уровень экспрессии мРНК измеряли в отно-
сительных единицах, нормировку уровня экспрес-
сии мРНК исследуемых генов проводили методом
сравнения пороговых циклов (метод ΔΔCq) отно-
сительно референсных генов B2M, TBР, GUSB,
HPRT1 и образца с минимальным уровнем экс-
прессии исследуемого гена.

Ввиду ограниченного числа предоставленного
материала, статистическую обработку результа-
тов не проводили.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе нами проведен анализ
экспрессии мРНК генов TLR2, TLR4, TLR7, TLR9
в сетчатке, хрусталике и стекловидном теле глаза
плодов человека на 13, 17 и 19 нед. пренатального
развития. Во всех образцах была обнаружена экс-
прессия мРНК исследуемых генов. Относитель-
ные уровни экспрессии мРНК этих генов графи-
чески отражены на рис. 1.

Относительный уровень экспрессии мРНК ге-
на TLR2 в стекловидном теле на всех сроках ис-
следования практически одинаков и имеет более
высокий уровень по сравнению с хрусталиком и
сетчаткой. В хрусталике уровень экспрессии
мРНК гена TLR2 ниже, чем в стекловидном теле,
но при этом отмечается тенденция увеличения
экспрессии этого гена с 13 по 19 нед. В сетчатке
уровень экспрессии мРНК гена TLR2 меньше,
чем в стекловидном теле и хрусталиках на всех
сроках исследования (рис. 1а).

Уровень экспрессии мРНК гена TLR4 в стек-
ловидном теле на 13 нед. выше по сравнению с
сетчаткой и хрусталиком. На 17 и 19 нед. наблю-
дается тенденция снижения экспрессии мРНК
гена TLR4 в стекловидном теле. В сетчатке на
17 нед. экспрессия мРНК гена TLR4 выше, чем на
13 и 19 нед. В хрусталике отмечена тенденция уве-
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личения экспрессии мРНК гена TLR4 с возрас-
том плода (рис. 1б).

Уровень экспрессии мРНК гена TLR7 в стекло-
видном теле на всех сроках исследования практи-
чески одинаков, но выше по сравнению с хрустали-
ком и сетчаткой. В сетчатке экспрессия этого гена
также примерно одинакова на исследованных ста-
диях и при этом выше, чем в хрусталике. В хруста-
лике отмечена тенденция к увеличению экспрес-
сии этого гена на 17 и 19 нед. (рис. 1в).

Уровень экспрессии мРНК гена TLR9 в стекло-
видном теле несколько возрастает с 13 по 19 нед. В
сетчатке наблюдается незначительное снижение
экспрессии мРНК гена TLR9 на 17 нед. по сравне-
нию с 13 и 19 нед. В хрусталике также отмечается
снижение уровня экспрессии этого гена на 17 нед.
по сравнению с 13 и 19 нед. (рис. 1г).

Следует отметить, что относительный уровень
экспрессии мРНК гена TLR9 во всех анализируе-
мых тканях значительно ниже, чем экспрессия
мРНК генов TLR2, 4 и 7.

В настоящей работе показано, что трансмем-
бранные рецепторы TLR2, TLR4 и внутриклеточ-
ные рецепторы TLR7 и TLR9 экспрессируются во

всех исследованных нами тканях глаза плодов че-
ловека, способствуя становлению иммунитета,
что важно в случае возможного инфицирования
глаза (Akira et al., 2006; Kannaki et al., 2010).

Как известно, экспрессия генов этих рецепто-
ров играет важную роль в развитии млекопитаю-
щих, регулируя клеточные процессы в развиваю-
щихся органах и тканях (Anthoney et al., 2018),
включая и глазное яблоко. Ранее методом имму-
ногистохимии нами была продемонстрирована
динамика локализации TLR2 и TLR4 при разви-
тии сетчатки глаза плодов человека (Panova et al.,
2018), и это согласуется с экспрессией мРНК этих
генов в сетчатке, показанной в настоящей работе.
Иммунохимически TLR2, TLR4 также были вы-
явлены в эндотелии сосудов развивающейся сет-
чатки (Panova et al., 2018).

Хрусталик является производным покровной
эктодермы, которая утолщается и дает начало
хрусталиковой плакоде. В результате инвагина-
ции хрусталиковой плакоды и смыкания ее краев
образуется хрусталиковый пузырек. Клетки пе-
редней части хрусталикового пузырька дают на-
чало переднему эпителию хрусталика, а клетки

Рис. 1. Относительные уровни экспрессии мРНК генов Толл-подобных рецепторов (TLRs) в тканях глаза в пренаталь-
ном развитии человека. (а) – TLR2, (б) – TLR4, (в) – TLR7, (г) – TLR9.
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задней части – волокнам хрусталика, которые
формируют ядро и кортикальные слои хрустали-
ка. Рост хрусталика связан с постоянным образова-
нием новых волокон за счет пролиферации мало-
дифференцированных клеток эпителия в гермина-
тивной зоне. После деления клетки смещаются к
экватору, где происходит их удлинение и начало
дифференцировки волокон. В процессе образова-
ния новых волокон происходит увеличение объема
и плотности ядра хрусталика, к которому продол-
жают добавляться все новые и новые кортикальные
слои. Одним из признаков дифференцировки хру-
сталиковых волокон (помимо синтеза кристалли-
нов) является постепенное исчезновение в них всех
мембрано-окруженных органелл и ядра (незавер-
шенный апоптоз) (Lovicu, McAvoy, 2005; Cvekl,
Ashery-Padan, 2014). В процессах пролиферации,
дифференцировки и незавершенного апоптоза в
хрусталике участвует MAPK сигнальный путь,
при этом TLRs являются рецепторами, индуциру-
ющими активацию митоген-активируемых проте-
инкиназ ERK1 и ERK2 (Li et al., 2003). Показанная
в настоящем исследовании экспрессия мРНК ге-
нов TLR 2, 4, 7 в хрусталике, имеющая тенденцию
увеличения с возрастом плода, а также экспрессия
мРНК гена TLR9, указывают на участие этих генов
в контроле пролиферации, дифференцировки и
незавершенного апоптоза при формировании хру-
сталиковых волокон.

В эмбриональном развитии в стекловидном
теле транзиторно присутствуют гиалоидные сосу-
ды, которые подвергаются регрессии по механиз-
му апоптоза. Помимо гиалоидных сосудов посто-
янными клетками стекловидного тела являются
гиалоциты, которым свойственна функция мак-
рофагов, а также способность синтезировать гиа-
луроновую кислоту и коллаген II типа (Balazs et al.,
1980; Zhu et al., 1999, 2000). Исходя из данных ли-
тературы, на сроках проведенного нами исследо-
вания гиалоидные сосуды стекловидного тела на-
чинают редуцироваться на 13 неделе, и этот про-
цесс продолжается на стадиях 17 и 19 недель
пренатального развития. При этом гиалоциты,
присутствующие в стекловидном теле, выполня-
ют роль макрофагов, фагоцитирующих гибнущие
клетки (Zhu et al., 1999, 2000). Очевидно, экспрес-
сия мРНК генов TLRs, обнаруженная нами в об-
разцах стекловидного тела, связана с экспрессией
этих генов в гиалоцитах, эндотелиальных клетках
гиалоидных сосудов и с регуляцией апоптоза кле-
ток стенки гиалоидных сосудов. Это согласуется с
данными, полученными на мышах, где было по-
казано, что эмбриональные макрофаги экспрес-
сируют Толл-подобные рецепторы 1, 2, 4, 6, 7, 8 и
9 (Balounová et al., 2014).

Исследование функциональной значимости
экспрессии Толл-подобных рецепторов является
стратегически важным для понимания механиз-
мов, лежащих в основе ряда заболеваний глаза

раннего детского возраста, таких как ретинопа-
тия недоношенных, врожденные катаракта, глау-
кома, заболевания переднего отрезка глаза.
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БУРМЕНСКАЯ и др.

mRNAs of Genes of Toll-like Receptors Are Expressed
in Human Fetal Eye Tissues

O. V. Burmenskaya1, R. A. Poltavtseva1, and I. G. Panova2, *
1National Medical Research Center of Obstetrics, Gynecology, and Perinatology, Ministry of Health of Russia,

ul. Akademika Oparina 4, Moscow, 117997 Russia
2Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
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The expression of mRNA genes of Toll-like receptors (TLRs) 2, 4, 7, 9 in the retina, lens and vitreous body
of the eye of 13-, 17-, and 19-week fetuses is shown. The results of this work may indicate the role of these
receptors in the processes of proliferation and differentiation in neurogenesis and synaptogenesis of the reti-
na, in the processes of proliferation and elongation of the lens fibers, as well as their readiness in cases of in-
fection to protect eye tissues from pathogens.

Keywords: Toll-like receptors, eye development, retina, lens, vitreous body, mRNA, human fetuses
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