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РЕФЕРАТ Пигментный эпителий сетчатки представляет собой монослой пигментированных гексагональных 
клеток, соединенных плотными контактами. Эти клетки составляют часть внешнего барьера между кровью 
и сетчаткой, защищают глаз от излишнего света, обладают важными секреторными функциями, а также 
поддерживают работу фоторецепторов, обеспечивая координацию множества регуляторных механизмов. 
Именно дегенерация пигментного эпителия является первопричиной многих дегенеративных заболеваний 
сетчатки глаза. Поиск надежных источников клеток для трансплантации пигментного эпителия сетчатки 
представляет крайне актуальную задачу. Плюрипотентные стволовые клетки (эмбриональные стволовые 
или индуцированные плюрипотентные) можно с высокой эффективностью дифференцировать в пигмент-
ный эпителий сетчатки, что открывает возможности для клеточной терапии при дегенерации сетчатки 
и может позволить замедлить развитие патологии и даже, возможно, вернуть пациенту зрение. Пионерские 
работы по трансплантации клеток пигментного эпителия сетчатки, дифференцированных из плюрипотент-
ных стволовых клеток, проводимые в США и Японии, подтверждают необходимость развития и оптимиза-
ции подобных подходов к клеточной терапии. Для эффективного применения клетки пигментного эпите-
лия, дифференцированные из плюрипотентных стволовых клеток, должны иметь набор функциональных 
свойств, характерный для клеток пигментного эпителия in vivo. В этом обзоре обобщен текущий статус 
доклинических и клинических исследований в области заместительной терапии пигментного эпителия 
сетчатки. На основании собственных и опубликованных данных проведено сравнение разных протоколов 
дифференцировки, обозначены медицинские проблемы, стоящие на пути к широкому применению пиг-
ментного эпителия сетчатки, дифференцированного из плюрипотентных стволовых клеток.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дифференцировка, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, клеточная 
терапия, клинические испытания, пигментный эпителий сетчатки, эмбриональные стволовые клетки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВМД – возрастная макулодистрофия; ИПСК – индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки; МКОЗ – максимально корригированная острота зрения; МСК – мезенхимальные ство-
ловые клетки; ПДС – пигментная дистрофия сетчатки; ПСК – плюрипотентные стволовые клетки; ПЭС – 
пигментный эпителий сетчатки; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; ABCA4 – ATP-binding cassette, 
sub-family A (ABC1) member 4, член 4 подсемейства A (АВС1) ATP-связывающей кассеты; BEST-1 – bestro-
phin 1, бестрофин 1; CNV – copy number variations, вариация числа копий; NIC – никотинамид; NK – natural 
killers, естественные киллеры; PEDF – pigment epithelium-derived factor, фактор пигментного эпителия; 
bFGF – basic fibroblast growth factor, основной фактор роста фибробластов; VEGF – vascular endothelial 
growth factor, фактор роста эндотелия сосудов. 

ВВЕДЕНИЕ
Пигментный эпителий сетчатки (ПЭС) образован 
монослоем гексагональных эпителиальных клеток 
с большим числом меланосом, содержащих пигмент 
меланин (рис. 1). Базальной мембраной для пигмент-
ного эпителия служит внутренний слой пятислой-

ной мембраны Бруха. Ядра у клеток ПЭС размещены 
ближе к базальному полюсу, содержащему меньше 
меланосом. На апикальном полюсе ПЭС расположено 
множество меланосом и микроворсинок (ресничек), 
которые «укутывают» наружные сегменты фоторе-
цепторных клеток. Различают длинные и короткие 



32 | ACTA NATURAE |  ТОМ 10  № 3 (38)  2018

ОБЗОРЫ

микроворсинки. Короткие микроворсинки соединя-
ются с концами наружных сегментов фоторецеп-
торов, а длинные расположены между внешними 
сегментами [1]. В области макулы каждая клетка 
ПЭС имеет контакты с 20–55 фоторецепторами [2]. 
Пространство между микроворсинками ПЭС и внеш-
ними сегментами фоторецепторов наполнено матрик-
сом, который вместе с микроворсинками обеспечива-
ет плотное прилегание сетчатки к ПЭС.

Функции ПЭС:
Поглощение света. Меланосомы ПЭС обеспечи-

вают поглощение большей части света, не абсор-
бированного фоторецепторами. Поглощение све-
та препятствует отражению и рассеиванию света 
по сетчатке, что позволяет сохранить контрастность 
и четкость изображения. Под действием света ме-
ланосомы мигрируют на апикальную сторону кле-
ток, в микроворсинки, которые окружают внешние 
световоспринимающие сегменты фоторецепторов. 
В темноте меланосомы возвращаются обратно в цен-
тральную часть клетки при участии микрофиламен-
тов и гормона меланотропина. Функцию поглощения 
света обеспечивают главным образом длинные ми-
кроворсинки [3]. Кроме того, ПЭС помогает рассеи-
вать тепло в сетчатке, которое выделяется при по-
глощении света и в результате процесса зрительной 
фототрансдукции [2].

Фагоцитоз. Клетки ПЭС осуществляют фагоцитоз 
отработанных дисков фоторецепторов [5]. Каждая 
клетка ПЭС ежесуточно фагоцитирует 2–4 тысячи 
отработанных дисков [6]. 

Осуществление зрительного цикла. Диски наруж-
ных сегментов фоторецепторов содержат большие 
белки опсины и отвечают за поглощение света. Опсин 
синтезируется во внутренних сегментах и транспор-
тируется в наружные сегменты. Для осуществления 
зрительного цикла необходим родопсин. Он состоит 
из опсина, соединенного с 11-цис-ретиналем. При по-
глощении света ретиналь изомеризуется из 11-цис-
ретиналя в транс-ретиналь, а затем превращается 
в транс-ретинол. В ходе зрительного цикла фоторе-
цепторы не могут превратить транс-ретинол обрат-
но в 11-цис-ретиналь, поэтому он транспортируется 
в ПЭС для реизомеризации, а затем возвращается 
в фоторецепторы [1].

Барьерная функция. Обеспечение выборочной 
поставки необходимых питательных веществ фото-
рецепторам от сосудистой оболочки и отвод продук-
тов распада в обратном направлении. ПЭС является 
второй частью гематоретинального барьера, который 
препятствует попаданию в сетчатку из хориокапил-
ляров больших молекул. Первая часть этого барье-
ра – эндотелий капилляров сетчатки [3, 5, 6]. 

Секреция гормонов и факторов роста. Клетки ПЭС 
поляризованы и секретируют различные цитокины 
и факторы роста в разных направлениях, что очень 
важно для функционирования хориокапилляров и сет-
чатки. Например, VEGF, который секретируется с ба-
зальной стороны клеток ПЭС, жизненно необходим 
хориокапиллярам, а PEDF и TGF-β, которые секрети-
руются в основном апикальной стороной клеток ПЭС, 
необходимы в субретинальном пространстве [1, 2].
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 Рис. 1. Функции пигментного эпителия сетчатки глаза (по [4] с изменениями)
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Несомненно, ПЭС играет важнейшую роль в обе-
спечении жизнедеятельности фоторецепторов, 
и правильное функционирование фоторецепторов 
возможно лишь при здоровом ПЭС.

ЗАБОЛЕВАНИЯ, СВЯЗАННЫЕ С ДЕГЕНЕРАЦИЕЙ ПЭС
Самыми распространенными заболеваниями, при ко-
торых происходит дегенерация ПЭС, являются воз-
растная макулярная дегенерация (ВМД) сетчатки 
и пигментный ретинит (ПР) [6, 7]. Эти две болезни 
считаются главными причинами слепоты в запад-
ных странах. На сегодняшний день не существу-
ет удовлетворительных способов борьбы с ними, 
так как сетчатка и ПЭС не регенерируют, и только 
в случае влажной формы ВМД с помощью анти-
VEGF-терапии можно замедлить развитие болезни 
[8]. 

ВМД – это многофакторное заболевание, на фор-
мирование которого оказывают влияние генетиче-
ские факторы, старение, образ жизни (курение, 
индекс массы тела, диеты) [1]. ВМД подразделяют 
на сухую и влажную формы. При сухой форме ВМД 
небольшие аморфные отложения, содержащие жиры 
и белки, известные как друзы, скапливаются под ма-
кулой между внутренним слоем мембраны Бруха 
и базальной мембраной ПЭС [9]. Это приводит к мест-
ному воспалению, вызванным окислительным стрес-
сом [1]. Со временем теряется взаимодействие между 
ПЭС и фоторецепторами, и в результате снижается 
центральное зрение. Эта форма ВМД встречается 
чаще всего и возникает примерно у 90% людей с дан-
ным заболеванием. При влажной форме ВМД новые 
кровеносные сосуды появляются в тех участках ма-
кулы, где их не должно быть. Это вызывает разру-
шение структуры макулы, что приводит к скоротеч-
ной потере центрального зрения. Хотя этот вид ВМД 
встречается приблизительно у 10% людей с данным 
заболеванием, на его долю приходится 90% случаев 
серьезного снижения зрения, связанного с ВМД.

Пигментный ретинит (ПР) – основная причина сле-
поты среди детей и подростков. Распространенность 
ПР составляет 1 случай на 3500 человек [8, 10]. Это 
наследственное заболевание часто приводит к слепо-
те, оно характеризуется прогрессирующей дисфунк-
цией и гибелью палочек. В некоторых случаях ПР со-
провождается повреждением ПЭС. Описано около 50 
генов, мутации в которых вызывают ПР. Среди них 
гены белков, связанных с передачей светового сиг-
нала, ретиноидным циклом, клеточной адгезией, ци-
тоскелетом [10]. Наиболее распространенный тип ПР 
вызван мутациями в гене, кодирующем опсин [11]. 
На ранних стадиях ПР происходит дегенерация па-
лочек, при этом пациенты теряют ночное и перифе-
рическое зрение. На поздних стадиях ПР у них раз-

вивается туннельный синдром, а также начинают 
гибнуть колбочки, приводя к серьезным проблемам 
[1].

Болезни Штаргардта и Беста – формы наследуе-
мой ювенильной дегенерации макулы, распростра-
нены меньше, чем ПР и ВМД. Макулодистрофия 
Штаргардта вызывается мутациями гена ABCA4, 
что приводит к накоплению в клетках ПЭС 
N-ретинилиден-N-ретинилэтаноламина (di-retinoid-
pyridinium ethanolamine, A2E) и его модификаций. 
Эти токсины вызывают гибель пигментного эпите-
лия и последующую гибель фоторецепторов макулы 
сетчатки, сопровождающуюся потерей централь-
ного зрения [12, 13]. На данный момент нет спосо-
бов остановить потерю зрения при макулодистро-
фии Штаргардта [14]. Существует еще целый ряд 
так называемых «заболеваний, подобных болезни 
Штаргардта» (Stargardt’s-like diseases), обусловлен-
ных мутациями в генах CNGB3, ELOVL4, PROM1 
[14, 15].

Болезнь Беста – аутосомно-доминантное наслед-
ственное заболевание, обусловленное мутациями 
в гене BEST1, кодирующем трансмембранный бе-
лок bestrophin-1 (бестрофин-1). Этот белок входит 
в состав базолатеральной плазматической мембра-
ны ПЭС, но его функция ясна не до конца. Известно, 
что при болезни Беста изменяется транспорт хло-
рид-ионов, нарушен перенос жидкости через ПЭС, 
накопление метаболитов (например, липофусцина) 
и жидкости между мембраной Бруха и комплексом 
ПЭС/фоторецепторы. Следствием этих процессов 
является гибель фоторецепторов и потеря централь-
ного зрения [1, 12]. Болезнь Беста была первой среди 
заболеваний сетчатки, клеточную модель которой 
создали с помощью пациент-специфичных ИПСК. 
С помощью этой модели на молекулярном уровне по-
казано, что в мутантном ПЭС нарушена переработка 
внешних сегментов фоторецепторов, замедлен цикл 
превращений родопсина [16].

ПЕРСПЕКТИВЫ КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ 
ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА
Существуют различные стратегии использования 
аутологичного и аллогенного материала для транс-
плантации пациентам с ВМД [6] и другими заболева-
ниями, связанными с дегенеративными процессами 
в сетчатке. Для клинических испытаний с использо-
ванием аутологичного материала используют три ос-
новные стратегии: транслокацию макулы (например, 
[17]), аутотрансплантацию лоскута ПЭС-хороид (на-
пример, [18]) и субретинальную инъекцию суспензии 
аутологичных клеток ПЭС (например, [19]). 

Меорс с соавт. (Meurs et al.) описан опыт аутотран-
сплантации периферического ПЭС семи пациентам 
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с ВМД. Постоперационное наблюдение в течение года 
не выявило значимых улучшений остроты зрения, 
хотя три пациента положительно оценивали свое 
состояние. Два пациента сообщили об ухудшении 
зрения, что, по мнению авторов, могло быть связано 
с постоперационным отслоением сетчатки и проли-
феративной витреоретинопатией [20].

В работе Фалкнер-Рэдлер с соавт. (Falkner-Radler 
et al.) сравнивали эффективность аутотрансплан-
тации лоскута ПЭС-хороид и субретинальной инъ-
екции суспензии ПЭС в двух группах пациентов 
по семь человек каждая. По результатам 24-месячно-
го наблюдения за пациентами обеих групп не обнару-
жено статистически значимых различий в тесте мак-
симально корригированной остроты зрения (МКОЗ). 
Однако индивидуальные результаты в группах ока-
зались неоднозначными. Так, и в первой, и второй 
группе зафиксировано как улучшение зрительной 
функции у отдельных пациентов, так и ухудшение 
остроты зрения [21].

В 2012 году Ван Зибург с соавт. (van Zeeburg et al.) 
сообщили о способности трансплантированного ло-
скута ПЭС-хороид поддерживать функцию макулы 
на протяжении длительного периода наблюдения 
с относительно низким уровнем осложнений и ре-
цидивов. Эта работа основана на 7-летнем постопе-
рационным наблюдением за 130 пациентами, у ко-
торых с 2001 по 2006 год были проведены операции 
по аутотрансплантации лоскута ПЭС-хороид (всего 
133 глаза) [22]. Это исследование и его основные вы-
воды критиковали в своем обзоре Сэйлер и Арамант 
(Seiler and Aramant, 2012), указавшие на отсутствие 
контрольной группы и на незначительное количество 
глаз, которые действительно наблюдали после опе-
рации (9 глаз на 7-й год наблюдения) [23].

Таким образом, вопрос об эффективности и ста-
бильности результата аутотрансплантации ПЭС 
остается дискуссионным. Несомненное преимуще-
ство метода состоит в отсутствии проблем гистосов-
местимости и необходимости иммуносупрессивной 
терапии. С другой стороны, аутотрансплантация 
не всегда приводит к предсказуемым результатам 
[24]. Не исключено, что клетки, пересаживаемые 
с незатронутого дегенерацией участка, уже имеют 
скрытые морфофункциональные изменения. Кроме 
того, трудность получения материала для аутотран-
сплантации со здоровых участков ограничивает воз-
можности лечения на поздних стадиях заболевания.

Другим источником клеток для трансплантации 
ПЭС пациентам с макулодистрофией может быть 
донорская ткань с учетом гистосовместимости до-
нор–реципиент. Как правило, пересаживают феталь-
ный материал, хотя существуют сообщения о пере-
садке аллогенной ткани взрослых доноров. 

Впервые аллогенный фетальный материал для пе-
ресадки ПЭС был использован в 1999 году при лече-
нии 16 пациентов [25]. Иммуносупрессивную терапию 
в послеоперационный период тогда не использовали, 
и у 75% пациентов наблюдалось медленное отторже-
ние трансплантированной ткани. Первое сообщение 
о пересадке ПЭС от взрослого донора вышло в 2001 
году [26]. Эта операция была проведена 85-летней 
пациентке, которая скончалась спустя 4 месяца по-
сле процедуры. Сама операция к улучшению пока-
зателей зрения не привела. Таким образом, первые 
клинические трансплантации ПЭС с использованием 
аллогенных донорских тканей оказались достаточно 
неудачными.

Первые внушающие оптимизм аллогенные транс-
плантации были проведены американским хирургом 
Норманом Радтке (Norman D. Radtke). В 2004 году им 
опубликовано сообщение о трансплантации комплек-
са фетальной нейроретины/ПЭС 64-летней женщине 
с пигментной дистрофией сетчатки (ПДС) [27]. Эта 
операция привела к улучшению остроты зрения 
у пациентки при 5-летнем наблюдении. Далее в 2008 
году такая же операция тем же хирургом была про-
ведена 10 пациентам с ПДС, и у семи привела к улуч-
шению остроты зрения. При этом у одного из паци-
ентов в послеоперационный период острота зрения 
не изменилась, а у двух зрение ухудшилось [28].

В 2007 году другой группой хирургов-офтальмо-
логов была проведена пересадка аллогенной ткани 
ПЭС взрослого человека 12 пациентам с экссудатив-
ной макулодистрофией. Пациенты проходили курс 
иммуносупрессивной терапии длительностью до 6 
месяцев. Постоперационное наблюдение в течение 
первого года показало улучшение остроты зрения, 
чтения и других параметров зрительной функции, 
хотя статистические методы этих различий не под-
твердили [24].

Таким образом, несмотря на первоначально заяв-
ленную перспективность, результаты транспланта-
ции аутологичной или донорской ткани при ВМД ока-
зались противоречивыми. При аутотрансплантации 
есть риск, связанный с хирургическим вмешатель-
ством, предполагающим получение здоровой ткани 
в незатронутом процессами дегенерации участке 
сетчатки и дальнейшие манипуляции, связанные 
с внедрением аутотрансплантата в область макулы 
[29]. К тому же существует возможность продолже-
ния деградации аутотрансплантированной здоровой 
ткани. Аллогенная трансплантация неизбежно со-
провождается проблемами с получением донорского 
материала, гистосовместимостью донор–реципиент 
и необходимостью иммуносупрессивной терапии, 
которая, в свою очередь, связана со множеством по-
бочных эффектов.
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Мы хотели бы специально отметить, что описа-
ния экспериментов с пересадкой мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК) для лечения заболеваний 
глаз находятся за рамками данного обзора. Заметим 
только, что уже достаточно общепринятым счита-
ется, что МСК в этом случае могут оказывать лишь 
паракринный эффект, так как способностью к диф-
ференцировке вне мезодермального зародышевого 
листка эти клетки не обладают [30, 31].

В конце XX века из внутренней клеточной мас-
сы бластоцист получили культуры эмбриональных 
стволовых клеток мыши и человека (ЭСК) [32, 33]. 
В 2006 году создали индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки (ИПСК) – получаемые 
путем генетического репрограммирования диф-
ференцированных клеток аналоги ЭСК [34]. ЭСК 
и ИПСК являются плюрипотентными, т.е. они спо-
собны к неограниченному росту и самообновлению, 
а также к дифференцировке в клетки любых типов. 
Именно плюрипотентные стволовые клетки (ПСК) 
могут стать решением проблемы источника клеток 
для трансплантации, с которой столкнулись иссле-
дователи в рамках клинических испытаний по ауто- 
и аллогенной трансплантации ПЭС. В последние годы 
создано несколько протоколов направленной диффе-
ренцировки ЭСК и ИПСК в ПЭС, а некоторые были 
опробованы в клинических испытаниях [5, 35–39]. 
Стоит отметить, что анатомо-морфологические осо-
бенности глаза (относительно небольшие размеры, 
парность органа, хорошо разработанные методы 
диагностики и инструментального мониторинга, воз-
можная иммунная привилегированность и наличие 
гематоретинального барьера) делают его удобной 
мишенью для отработки технологии доставки мате-
риала при клеточной терапии с использованием про-
изводных из плюрипотентных клеток [40].

НАПРАВЛЕННАЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ПЭС ИЗ ПСК
Направленная дифференцировка ПЭС из ИПСК 
и дальнейшее применение полученного материа-
ла в клинической практике представляют интерес 
для многих исследователей (например, [11, 41]). 
Сравниваются различные протоколы дифферен-
цировки, их эффективность и временные затраты. 
Кратко рассмотрим некоторые протоколы, которые 
на сегодняшний день нам кажутся наиболее эффек-
тивными.

Незначительные количества клеток пигмент-
ного эпителия сетчатки могут образовываться 
при спонтанной дифференцировке плюрипотент-
ных стволовых клеток человека [35]. При удалении 
из культуральной среды фактора FGF2, необходи-
мого для поддержания плюрипотентного состояния 
в культуре, плюрипотентные стволовые клетки че-

ловека, культивируемые на подложке из эмбрио-
нальных фибробластов мыши, матригеле, полили-
зине или ламинине, способны к образованию клеток 
пигментного эпителия [35, 42, 43]. Через 10–12 не-
дель спонтанной дифференцировки образуются не-
большие пигментированные области, которые затем 
механически отделяют от остальной массы клеток, 
получая практически чистую культуру клеток пиг-
ментного эпителия (>99% чистоты). Различные моди-
фикации состава среды культивирования и времени 
дифференцировки позволяют повысить выход кле-
ток пигментного эпителия [44, 45]. Однако для полу-
чения культур, в значительной степени обогащенных 
клетками пигментного эпителия сетчатки, без тру-
доемкого механического отбора пигментированных 
колоний требуются эффективные протоколы на-
правленной дифференцировки. Как показали рабо-
ты последних лет, из ИПСК и ЭСК можно получать 
in vitro клетки пигментного эпителия сетчатки, мор-
фологически и функционально соответствующие та-
ким клеткам in vivo. Так, в работе Лич с соавт. (Leach 
et al.) сравнивали эффективность протоколов спон-
танной и направленной дифференцировки в ПЭС 
на пяти разных линиях ИПСК, полученных от раз-
ных доноров и различных типов клеток. Показано, 
что на способность к эффективной дифференцировке 
может влиять исходный источник донорских клеток, 
метод репрограммирования и используемый прото-
кол [46], что еще раз подчеркивает необходимость 
стандартизации процедуры получения ПЭС из ПСК 
для клинического применения.

Одними из первых направленную дифферен-
цировку ПСК в ПЭС осуществили Хирами с соавт. 
(Hirami et al.) [47]. ИПСК мыши и человека в суспен-
зионной культуре обрабатывали антагонистами Wnt 
и Nodal, что способствовало дифференцировке в пиг-
ментный эпителий.

Поскольку клетки ПЭС дифференцируются 
из нейроэктодермы и имеют общие характеристи-
ки с нейрональными клетками сетчатки in vivo, был 
разработан двухстадийный протокол дифферен-
цировки для получения клеток пигментного эпи-
телия из нейроэпителиальных предшественников 
[48–51]. Агрегаты ЭСК первоначально культиви-
ровали в суспензии в среде для нейроэпителиаль-
ной дифференцировки. Затем нейроэпителиальные 
предшественники наращивали и дифференцирова-
ли в предполагаемые клетки пигментного эпителия, 
заменяя FGF2 в культуральной среде на добавку 
B27. Первые клетки, подобные клеткам пигментного 
эпителия сетчатки, появлялись через 4 недели диф-
ференцировки, и через 8 недель количество клеток, 
пригодных для субкультивирования, становилось 
значительным. Этот двухступенчатый метод более 
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эффективен по сравнению с методом спонтанной 
дифференцировки.

Основываясь на роли никотинамида (NIC) в ме-
таболизме, выживаемости, пластичности и диф-
ференцировке клеток, Идельсон с соавт. (Idelson et 
al.) исследовали влияние NIC на дифференциров-
ку ЭСК в клетки пигментного эпителия [5]. Для ин-
дукции дифференцировки в клетки ПЭС кластеры 
ЭСК, полученные с помощью коллагеназы, культи-
вировали в суспензии в среде для ЭСК с добавле-
нием заменителя сыворотки, NIC, и в присутствии 
или без активина A (член суперсемейства TGF-β, 
который направляет дифференцировку глазного бо-
кала в эмбриогенезе) [52]. Пигментированные области 
появились через 4 недели после индукции, и пример-
но половина кластеров при культивировании в среде, 
содержащей как NIC, так и активин A, были пигмен-
тированы. Показано, что NIC в присутствии активина 
A эффективно индуцирует и увеличивает эффектив-
ность дифференцировки ЭСК в клетки пигментного 
эпителия.

Описанные протоколы предполагают длительное 
время дифференцировки и на выходе дают низкую 
чистоту популяции, при которой необходимы допол-
нительные трудоемкие манипуляции для очистки 
клеток нужного типа. Букхольц с соавт. (Buchholz 
et al.) предложили более быстрый и эффективный 
протокол. Данный метод направленной дифферен-
цировки ЭСК в клетки пигментного эпителия основан 
на сочетании факторов, индуцирующих дифферен-
цировку сетчатки (IGF1, Noggin, Dkk1, bFGF), и дру-
гих факторов (NIC, активин А, SU5402 и вазоактив-
ный пептид кишечника (vasoactive intestinal peptide, 
VIP)), причем все факторы добавляли в разное строго 
определенное время [44]. Уже через 14 дней после на-
чала дифференцировки около 80% клеток в культуре 
представляли собой клетки пигментного эпителия. 
Благодаря высокой эффективности и скорости этот 
протокол, по мнению авторов, может применяться 
для быстрого наращивания больших количеств кле-
ток, необходимых для трансплантации (существуют 
незначительные вариации данного протокола, пред-
ложенные другими авторами, например Генг с соавт. 
(Geng et al.) [53]). Похожий протокол был предложен 
Фольтцем и Клеггом (Foltz and Clegg), однако вместо 
VIP они использовали CHIR99021 [54].

Чтобы идентифицировать новые соединения, кото-
рые способствуют дифференцировке ИПСК в ПЭС, 
методом количественного ПЦР-скрининга марке-
ров дифференцировки ПЭС на культуре ИПСК был 
проведен анализ химической библиотеки [39]. В ре-
зультате нашли хетомин – вещество, потенциально 
активирующее дифференцировку. Затем, с помо-
щью репортерной конструкции (GFP под контролем 

ПЭС-специфического энхансера тирозиназы) под-
твердили, что хетомин – ингибитор фактора, индуци-
руемого гипоксией (HIF), существенно увеличивает 
дифференцировку ПЭС из ПСК. Сочетание хетомина 
с никотинамидом привело к дифференцировке более 
50% ИПСК в ПЭС. Молекулярные пути, по которым 
хетомин способствует дифференцировке ПЭС, пока 
остаются неизвестными.

Для получения клеток сетчатки Жу с соавт. (Zhu et 
al.) использовали также такие индукторы, как IWR1, 
SB431542 и IGF1, и получили из ИПСК функцио-
нальные фоторецепторы и пигментный эпителий 
сетчатки с соблюдением стандартов GMP. Показали, 
что полученные производные способны интегриро-
ваться в сетчатку мышей с иммунодефицитом [55].

В нашей лаборатории было опробовано несколько 
методов дифференцировки ПСК в ПЭС. Сравнение 
нескольких протоколов дифференцировки привело 
нас к следующим выводам:

1. По нашему опыту, наилучшим протоколом, 
стабильно работающим для всех опробованных 
линий ИПСК и ЭСК, является протокол [39] c хе-
томином и никотинамидом. Добавление активина 
в среду в этом случае нежелательно, так как умень-
шает выживаемость клеток и эффективность на-
правленной дифференцировки (неопубликованные 
данные). Дифференцировка занимает не менее 30 
дней, но этот «временной проигрыш» компенсирует-
ся большим числом получаемых пигментированных 
клеток и их дальнейшей быстрой пролиферацией.

2. Клетки пигментного эпителия очень чувстви-
тельны к внеклеточному матриксу, от типа и каче-
ства матрикса зависит их выживаемость, скорость 
созревания и полнота достижения фенотипических 
и функциональных характеристик, свойственных 
этому типу клеток in vivo [56, 57]. Естественной под-
ложкой для клеток пигментного эпителия сетчатки 
является мембрана Бруха. Согласно нашим экспе-
риментальным данным, матригель в лабораторных 
условиях – самая подходящая подложка для бы-
строго наращивания незрелых, быстро делящихся 
клеток ПЭС. Для полного достижения гексагональной 
морфологии и правильной поляризации ПЭС, ско-
рее всего, необходимо, чтобы жидкость омывала слой 
эпителиальных клеток с двух сторон – с апикаль-
ной и базальной. Для этого ПЭС обычно культиви-
руют в камерах – трансвеллах, где среда находится 
и над, и под мембраной, на которой растут клетки. 
Репрезентативная фотография ПЭС, дифференци-
рованных из ИПСК и имеющих характерную морфо-
логию и пигментацию, представлена на рис. 2.

Одна из наиболее важных функциональных харак-
теристик клеток пигментного эпителия сетчатки – 
способность секретировать PEDF и VEGF, а также 
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образовывать внеклеточный матрикс [4], взаимодей-
ствовать с внешними сегментами фоторецепторов 
и фагоцитировать их [38]. Именно эти физиологи-
ческие свойства проверяют обычно для доказатель-
ства функциональности дифференцированного ПЭС. 
Кроме того, проверяют экспрессию генов белков, 
характерных для ПЭС (например, RPE 65, BEST1, 
тирозиназа, MITF1, ZO-1 и др.). Очень важной ха-
рактеристикой ПЭС является трансэпителиальный 
потенциал, отражающий барьерные свойства эпи-
телия. Этот потенциал можно измерить с помощью 
кондуктометра. 

Функциональность дифференцированного ПЭС 
in vivo подтверждают на животных моделях, в пер-
вую очередь, на крысах линии RCS (Royal College of 
Surgeons) с рецессивно наследуемой дистрофией сет-
чатки [5, 38, 58], а также на кроликах-альбиносах [59]. 
В многочисленных работах показано, что у животных 
после пересадки пигментного эпителия сохраняют-
ся его гистологические и физиологические признаки. 
При помощи электроретинографии показана функ-
циональность пересаженного ПЭС (обзор [60]).

КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ ПЭС, 
ДИФФЕРЕНЦИРОВАННОГО ИЗ ПСК
Первые клинические испытания, в которых исполь-
зовали клетки ПЭС, произведенные из плюрипо-
тентных стволовых клеток, провели американские 
специалисты Шварц с соавт. (Schwartz et al.) в 2011 
году. Для получения ПЭС использовали ЭСК линии 
МА09. Эти испытания были зарегистрированы в базе 
данных ClinicalTrials.gov под идентификаторами 

NCT01345006 (болезнь Штаргардта) и NCT01344993 
(атрофическая ВМД). На первом этапе одному па-
циенту с болезнью Штаргардта и одному пациенту 
с атрофической ВМД была проведена субретиналь-
ная инъекция 50000 клеток ПЭС. Результаты по-
стоперационного наблюдения не выявили побочных 
эффектов на протяжении 4 месяцев, в том числе 
гиперпролиферации и онкогенности. У обоих паци-
ентов острота зрения улучшилась по объективным 
показателям [61]. На следующем этапе на клиниче-
ской когорте из 18 пациентов опробовали различные 
дозировки трансплантируемого материала: 50 × 103, 
100 × 103 и 150 × 103 клеток. В период постоперацион-
ного наблюдения в течение 22 месяцев у 13 пациентов 
отмечено увеличение пигментации сетчатки; у 10 – 
улучшение зрения [14].

Протокол Шварца с соавт. (Schwartz et al.) был 
использован в 2012 году корейскими офтальмо-
логами в клиническом испытании NCT01625559. 
Незначительные модификации протокола касались 
скрининга онкогенности и схемы постоперационной 
иммуносупрессивной терапии. Двум пациентам с бо-
лезнью Штаргардта и двум пациентам с ВМД была 
осуществлена субретинальная инъекция 40 × 103 
клеток ПЭС, дифференцированных из ЭСК линии 
МА09. С использованием таблиц Early Treatment 
Diabetic Retinopathy Study и теста МКОЗ улучше-
ние зрения зафиксировано у трех пациентов. В связи 
с развитием побочных эффектов у одного пациента 
спустя 4 недели после операции была отменена им-
муносупрессивная терапия, в результате состояние 
сетчатки вернулось на дооперационный уровень. 
В целом, подтверждена возможность и предвари-
тельная безопасность клеточной терапии дегенера-
ции макулы различной этиологии с использованием 
ПЭС, дифференцированного из ЭСК. В то же время 
указано на необходимость дальнейших наблюдений, 
клинических испытаний и исследований [12].

В 2012 году в Университетском колледже Лондона 
компанией Pfizer был дан старт первой фазе клини-
ческого испытания по пересадке ЭСК-производного 
ПЭС, выращенного на мембране из полиэфира 
(NCT01691261). В этом испытании трансплантацию 
проводили пациентам с влажной формой ВМД с про-
грессирующей потерей зрения. Сейчас проводится 
набор пациентов-участников первой фазы в следу-
ющее клиническое испытание (NCT03102138), в ко-
тором запланировано 4-летнее наблюдение и оценка 
безопасности трансплантации, проведенной ранее.

В 2015 году в Китае тремя различными универси-
тетами было объявлено о начале первой фазы клини-
ческих испытаний субретинальной трансплантации 
ПЭС, дифференцированного из ЭСК (NCT02749734, 
NCT02755428, NCT03046407). В каждом испытании 

Рис. 2. Клетки ПЭС, дифференцированные из ИПСК 
здорового донора. Клетки культивировали в течение 
3 месяцев в камере Transwell. Фазовый контраст. Мас-
штабная линейка 100 мкМ
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операцию проведут 10–15 пациентам с различными 
формами дистрофии сетчатки. Предполагается оце-
нить безопасность и клинический эффект трансплан-
тации.

В Федеральном университете Сан-Паулу 
(Бразилия) под руководством проф. Рубенса 
Белфорта (Rubens Belfort) с 2015 года проходит двух-
этапное клиническое испытание, в котором изучают 
возможности трансплантации ЭСК-производного 
ПЭС (NCT02903576). На первом этапе запланирована 
трансплантация ПЭС в виде суспензии, на второй – 
в виде монослоя на полимерном субстрате. Цель ис-
пытания – сравнение эффективности двух способов 
трансплантации, а также оценка безопасности и при-
менимости в клинике.

В  н а с т о я щ е е  в р е м я  в  С Ш А  к о м п а н и е й 
Regenerative Patch Technologies под руковод-
ством Джейн Лебковски (Jane Lebkowski) осу-
ществляется набор пациентов для участия в фазе 
I/II клинических испытаний по трансплантации 
ЭСК-производного ПЭС на париленовой мембране. 
Запланированы испытания на 20 пациентах, распре-
деленных по двум группам в зависимости от стадии 
развития «сухой» ВМД (NCT02590692).

В сотрудничестве медицинских групп США 
и Израиля дан старт испытанию коммерческого 
клеточного продукта OpRegen® – суспензии кле-
ток ПЭС, полученных из ЭСК человека. В данном 
испытании будут участвовать 15 пациентов с атро-
фической ВМД, которым проведут транспланта-
цию данного продукта в субретинальное простран-
ство с последующей процедурой витрэктомии 
(NCT02286089).

Анализ базы данных ClinicalTrials.gov показыва-
ет, что основным объектом клинических испытаний 
в мире являются клетки, полученные из ЭСК. Первое 
и пока единственное опубликованное клиническое 
испытание ПЭС, дифференцированных из ИПСК, 
осуществлено в Японии [62]. Дисбаланс в пользу ЭСК 
может быть связан c большими опасениями биомеди-
цинского сообщества в отношении ИПСК. Создание 
ИПСК требует гораздо большего числа воздействий 
на клетку, чем получение линии ЭСК. Существуют 
сомнения в стабильности генома ИПСК, в полноте 
репрограммирования и дифференцировки. ИПСК 
не представлены широко в клинических испытани-
ях также потому, что это относительно новый тип 
клеток, впервые полученный в 2006 году, в то время 
как ЭСК мыши изучают на 25 лет дольше, а ЭСК чело-
века – на восемь. По нашему мнению, в течение трех-
четырех лет стоит ожидать увеличения числа испы-
таний продуктов ИПСК, особенно в Японии и Китае. 

Согласно федеральному закону от 23.06.2016 г. 
№ 180-ФЗ, ЭСК человека, наряду с фетальными 

клетками, не могут использоваться в качестве ис-
точника клеточных продуктов. Как бы ни относились 
авторы обзора к подобному запрету, российские ис-
следователи поставлены перед фактом, что ИПСК 
остаются практически единственным источником 
клеток для получения ПЭС.

Первое клиническое испытание ПЭС, диффе-
ренцированных из ИПСК, проведено в Японии [62]. 
Японские медики трансплантировали монослой ПЭС, 
дифференцированного из ИПСК, пациентке 70 лет 
с неоваскулярной возрастной ВМД. Пациентке была 
проведена операция, включавшая удаление неова-
скулярной мембраны и трансплантацию аутологич-
ного ПЭС под сетчатку. Через год после операции 
пересаженный слой ПЭС оставался интактным, 
острота зрения не улучшилась, но и не ухудши-
лась, и присутствовал цистоидный макулярный 
отек. Аутологичные ИПСК были получены с исполь-
зованием неинтегрирующих плазмидных векторов 
и дифференцированы в ПЭС по ранее опубликован-
ному протоколу, позволяющему получить функци-
ональный ПЭС [62]. Качество, безопасность ИПСК 
и полученных из них клеток ПЭС подвергали тща-
тельному анализу перед трансплантацией. Кроме 
анализа морфологии и экспрессии соответствующих 
маркеров, было проведено кариотипирование тра-
диционным GTG-бэндингом и полногеномным SNP-
анализом, а также полногеномное секвенирование, 
полногеномный анализ транскриптома и метилиро-
вания ДНК. В отсутствие туморогенности ПЭС убе-
дились, трансплантируя ПЭС иммунодефицитным 
мышам NOG.

Пионерская трансплантация ПЭС, дифференци-
рованного из ИПСК, безусловно, стала огромным 
шагом для регенеративной медицины. Тем не менее, 
она оставила и много нерешенных вопросов. Следует 
отметить, что изначально планировали трансплан-
тацию ПЭС двум пациентам, но ИПСК одного из них 
не прошли контроль качества, так как в них выявили 
CNV, появившиеся в процессе репрограммирования. 
Также 10 из 20 клонов ИПСК, отобранных для даль-
нейшего анализа, содержали интегрированные в ге-
ном плазмиды, т.е. получение ИПСК с помощью плаз-
мид следует признать не самым безопасным способом 
репрограммирования [62]. Другими способами полу-
чения могли бы стать не интегрирующиеся в геном 
вирусы, in vitro синтезированная РНК, репрограмми-
рование с помощью малых молекул [63–65]. 

Пока международное сообщество не выработа-
ло однозначных рекомендаций ни по методам по-
лучения, ни по необходимым и достаточным мето-
дам характеристики клеток-производных ПСК. 
Необходимым условием для полномасштабного при-
менения дифференцированных из ПСК производных 
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является оценка влияния различных протоколов по-
лучения и последующего культивирования на гене-
тическую и эпигенетическую стабильность клеток 
с секвенированием и профилем метилирования всего 
генома, анализом экспрессии, а также исследования 
молекулярной основы возможных аберраций [66]. 
Кроме того, сейчас активно отрабатываются хирур-
гические трансплантации и инструменты, позволяю-
щие сделать эту процедуру максимально безопасной 
для пациентов [67].

Аутологичная трансплантация производных 
ИПСК – очень дорогой и долгий метод. Аллогенная 
трансплантация, как уже говорилось выше, требует 
иммуносупрессии. Казалось, что решением вопроса 
могло бы стать создание банков ИПСК от здоровых 
доноров, гомозиготных по генам главного комплекса 
гистосовместимости HLA [68]. Каждая такая гомо-
зигота подойдет любой гетерозиготе, в которой есть 
один аллель того же гаплотипа. Рассчитано, что 20 
наиболее часто встречающихся гомозиготных HLA 
гаплотипа европеоидной популяции, идентифици-
рованных после скрининга 26000 индивидов, будет 
подходить для 50% населения [68]. Создание банка 
таких линий ИПСК началось как национальная ини-
циатива в Японии в 2012 году, и ИПСК с наиболее ча-
сто встречающимися «японскими» гаплотипами уже 
доступны для использования в Центре по исследо-
ванию и применению ИПСК в Киото [69]. Тем не ме-
нее, появившаяся в прошлом году работа [70] слег-
ка снизила оптимизм по этому вопросу. Оказалось, 
что при взаимодействии иммунных клеток, гетеро-
зиготных по HLA, с гомозиготными по HLA клетка-
ми трансплантата NK-клетки реципиента способны 
вызывать отторжение клеток, полученных из гомо-
зиготных ИПСК, путем распознавания «отсутствия 
своего» [70]. Этот вопрос требует дальнейшего изуче-
ния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пока не существует апробированных методов, по-
зволяющих вернуть или улучшить зрение пациентам 
с начавшейся дегенерацией сетчатки. Одним из та-
ких методов может быть трансплантация тканей 
сетчатки глаза, в частности пигментного эпителия. 
Подход, связанный с трансплантацией ПЭС, полу-
ченного из ПСК человека, уже применяется в не-
скольких клинических испытаниях. Пигментный 
эпителий сетчатки может быть получен при на-
правленной дифференцировке ЭСК и ИПСК чело-
века и отобран на основании морфологических кри-
териев и накопления коричневых гранул пигмента. 
Для широкого применения ПЭС, дифференцирован-
ного из ПСК, необходимо решить еще много вопросов. 
В частности, должны быть отработаны методы сорти-
ровки ПЭС, необходимые и достаточные методики 
доказательства соответствия дифференцированных 
клеток клеткам ПЭС, методы и протоколы доставки 
клеток, операционные технологии и критерии отбора 
пациентов, которым показана трансплантация ПЭС. 
Так, при прогрессировании заболевания наблюдается 
дегенерация и ПЭС, и фоторецепторов, и для полу-
чения эффективного результата возникает необхо-
димость трансплантации и ПЭС, и фоторецепторов. 
Кроме того, персонализированная терапия аутоло-
гичными клетками вряд ли станет общедоступной 
медицинской процедурой в ближайшие десятилетия 
из-за трудоемкости и высокой стоимости получения 
и дифференцировки пациентспецифичных ИПСК. 
Поиск подходов к возможности аллогенной транс-
плантации производных ИПСК позволил бы удеше-
вить и ускорить получение клеток ПЭС для транс-
плантации при дегенерации сетчатки глаза. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда (№ 14-15-00930).
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