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При дегенеративных заболеваниях сетчатки происходит гибель фоторецепторов, кото-
рая приводит к слепоте. Одним из подходов к восстановлению зрения при таких заболе-
ваниях является оптогенетический подход, который заключается в наделении выживших
нейронов сетчатки светочувствительностью за счёт экспрессии в них светочувствитель-
ных белков - опсинов. Перспективным направлением в рамках данного подхода является
воссоздание On-Off рецептивных полей ганглиозных клеток сетчатки с целью частичного
восстановления обработки зрительной информации в сетчатке [1].

В нашей работе для моделирования On-Off рецептивных полей была создана генети-
ческая конструкция, содержащая гены возбуждающего (CHR2) и тормозного (GtACR2)
опсинов. Особенность данной конструкции заключается в разделении двух генов мутант-
ной IRES-вставкой, которая обеспечивает строго контролируемое соотношение уровней
экспрессии генов двух опсинов в каждом трансфицированном нейроне [2]. Данная кон-
струкция была испытана нами на пирамидных нейронах мышей и крыс, использованных
здесь в качестве модельной системы.

Конструкция имела вид CHR2-Venus-Kv2.1-IRESv10-GtACR2. С помощью мотива Kv2.1
осуществлялось таргетирование возбуждающего опсина CHR2 в сому клетки. Созданной
конструкцией были трансфицированы нейроны первичной культуры гиппокампа крыс ме-
тодом электропорации в суспензии, а также пирамидные нейроны коры мозга мышей ме-
тодом in utero электропорации. Электрическая активность клеток регистрировалась с по-
мощью метода петч-клямп в конфигурации «целая клетка» в режиме фиксации тока или
потенциала. Параллельно с регистрацией электрической активности осуществлялась сти-
муляция светом длиной волны 470 нм центральной или периферической области клетки.

При световой стимуляции центральной области нейрона наблюдалась генерация по-
тенциалов действия. В то же время световая стимуляция периферической области клетки
вызывала подавление генерации потенциалов действия.

Таким образом, в нашей работе были успешно смоделированы On-Off рецептивные по-
ля в нейронах с помощью бицистронной генетической конструкции. Данная конструкция
потенциально может быть использована для оптогенетического протезирования ганглиоз-
ных клеток дегенеративной сетчатки путем доставки конструкции при помощи вирусных
векторов достаточной емкости.
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