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FIELD: medicine.
SUBSTANCE: substance of invention includes

separated population of hematopoetic stem cells

of negative lineage, (Lin- HSC), containing
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EFFECT: possibility to apply for treatment of

eye vascular diseases.
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Ïåðåêðåñòíûå ññûëêè íà ðîäñòâåííûå çà âêè
Äàííà  çà âêà  âë åòñ  ÷àñòè÷íûì ïðîäîëæåíèåì çà âêè ÑØÀ íà ïàòåíò ñ ñåðèéíûì

No. 10/628783, ïîäàííîé 25 èþë  2003 ã., ïðèîðèòåòîì äë  ôîðìóëû èçîáðåòåíè  êîòîðîé
 âë åòñ  ïðåäâàðèòåëüíà  çà âêà íà ïàòåíò ñ ñåðèéíûì No. 60/398522, ïîäàííà  25 èþë 
2002 ã., è ïðåäâàðèòåëüíà  çà âêà íà ïàòåíò ñ ñåðèéíûì No. 60/467051, ïîäàííà  2 ìà 
2003 ã., ïîëíîå îïèñàíèå êîòîðûõ ïðèâåäåíî çäåñü â êà÷åñòâå ññûëêè.

Çà âëåíèå î ïðàâèòåëüñòâåííûõ èíòåðåñàõ
×àñòü îïèñàííîé çäåñü ðàáîòû áûëà îñóùåñòâëåíà ïðè ïîääåðæêå ãðàíòîì íîìåð

CA92577 Íàöèîíàëüíîãî èíñòèòóòà ðàêà è ãðàíòàìè íîìåð EY11254, EY12598 è EY125998
Íàöèîíàëüíûõ èíñòèòóòîâ çäîðîâü . Ïðàâèòåëüñòâî Ñîåäèíåííûõ øòàòîâ èìååò
îïðåäåëåííûå ïðàâà íà íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå.

Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Ýòî èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííûì ïîïóë öè ì ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ

êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè (Lin- HSC), ïîëó÷åííûì èç
êîñòíîãî ìîçãà, è ê èõ ïðèìåíåíèþ. Áîëåå êîíêðåòíî, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
âûäåëåííûì ïîïóë öè ì ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ íåãàòèâíîé
ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè (Lin- HSC), ñîäåðæàùèì êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè ýíäîòåëè 
(EPC). Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ëå÷åíèþ ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé ãëàçà ïóòåì
ââåäåíè  ïîïóë öèé Lin- HSC è òðàíñôåöèðîâàííûõ Lin- HSC â ãëàç.

Èçâåñòíûé óðîâåíü òåõíèêè
Íàñëåäóåìà  äåãåíåðàöè  ñåò÷àòêè ïîðàæàåò 1 èç 3500 èíäèâèäóóìîâ è

õàðàêòåðèçóåòñ  ïðîãðåññèðóþùåé íî÷íîé ñëåïîòîé, ïîòåðåé ïîëåé çðåíè , àòðîôèåé
çðèòåëüíîãî íåðâà, àðòåðèîë ðíûì èñòîùåíèåì, èçìåíåííîé ñîñóäèñòîé ïðîíèöàåìîñòüþ
è öåíòðàëüíîé ïîòåðåé çðåíè , ÷àñòî ïðîãðåññèðóþùåé äî ïîëíîé ñëåïîòû (Heckenlively,
J. R., editor, 1988; Retinitis Pigmentosa, Philadelphia: JB Lippincott Co.).
Ìîëåêóë ðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç òàêèõ çàáîëåâàíèé âû âèë ìóòàöèè â áîëåå 110
ðàçëè÷íûõ ãåíàõ, îòâåòñòâåííûõ òîëüêî çà îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ïðîöåíò èçâåñòíûõ
ïîðàæåíèé ó èíäèâèäóóìîâ (Humphries et al., 1992, Science 256:804-808; Farrar et al.
2002, EMBO J. 21:857-864.). Ìíîãèå èç ýòèõ ìóòàöèé ñâ çàíû ñ ôåðìåíòàòèâíûìè è
ñòðóêòóðíûìè êîìïîíåíòàìè ìåõàíèçìà ïåðåäà÷è ôîòîñèãíàëà, âêëþ÷à  ðîäîïñèí,
ôîñôîäèýñòåðàçó öÃÌÔ, ïåðèôåðèí rds è RPE65. Íåñìîòð  íà òàêèå íàáëþäåíè , âñå åùå
íåò ýôôåêòèâíîãî ëå÷åíè  äë  çàìåäëåíè  èëè îáðàùåíè  ïðîãðåññèè äåãåíåðàòèâíûõ
çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè. Ïîñëåäíèå äîñòèæåíè  â ãåííîé òåðàïèè ïðèâåëè ê óñïåøíîé
òðàíñôîðìàöèè ôåíîòèïîâ rds (Ali et al. 2000, Nat. Genet. 25:306-310) è rd (Takahashi
et al. 1999, J. Virol. 73:7812-7816) ó ìûøåé è ôåíîòèïà RPE65 ó ñîáàê (Acland et al.
2001, Nat. Genet. 28:92-95) ïðè äîñòàâêå òðàíñãåíà äèêîãî òèïà ê ôîòîðåöåïòîðàì èëè
ïèãìåíòèðîâàííîìó ýïèòåëèþ ñåò÷àòêè (RPE) ó æèâîòíûõ ñ êîíêðåòíîé ìóòàöèåé.

Ñâ çàííà  ñ âîçðàñòîì äåãåíåðàöè  æåëòîãî ï òíà (ARMD) è äèàáåòè÷åñêà 
ðåòèíîïàòè  (DR)  âë þòñ  îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè ïîòåðè çðåíè  ó èíäóñòðèàëüíî
ðàçâèòûõ íàðîäîâ, è èõ âîçíèêíîâåíèå ñâ çàíî ñ àíîìàëüíîé íåîâàñêóë ðèçàöèåé
ñåò÷àòêè. Òàê êàê ñåò÷àòêà ñîñòîèò èç õîðîøî îïðåäåë åìûõ ñëîåâ íåðâíûõ, ãëèàëüíûõ è
ñîñóäèñòûõ ýëåìåíòîâ, îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèå èçìåíåíè , òàêèå êàê íàáëþäàåìûå ïðè
ïðîëèôåðàöèè ñîñóäîâ èëè îòåêå, ìîãóò ïðèâåñòè ê ñóùåñòâåííîé ïîòåðå çðèòåëüíîé
ôóíêöèè. Íàñëåäóåìà  äåãåíåðàöè  ñåò÷àòêè, òàêà  êàê ïèãìåíòîçíûé ðåòèíèò (RP), òàêæå
ñâ çàíà ñ àíîìàëè ìè ñîñóäîâ, òàêèìè êàê ñóæåíèå àðòåðèîë è àòðîôè  ñîñóäîâ. Íåñìîòð 
íà òî, ÷òî áûë äîñòèãíóò ñóùåñòâåííûé ïðîãðåññ â èäåíòèôèêàöèè ôàêòîðîâ, êîòîðûå
ñòèìóëèðóþò èëè èíãèáèðóþò àíãèîãåíåç, â íàñòî ùåå âðåì  â ðàñïîð æåíèè íå èìååòñ 
ñïîñîáà ñïåöèôè÷åñêîãî ëå÷åíè  ñîñóäèñòîãî çàáîëåâàíè  ãëàçà.

Â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò áûëî èçâåñòíî, ÷òî ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ñóùåñòâóåò â
ñèñòåìíîé öèðêóë öèè è â êîñòíîì ìîçãå íîðìàëüíîãî âçðîñëîãî èíäèâèäóóìà. Ðàçëè÷íûå
ñóáïîïóë öèè äàííûõ êëåòîê ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñ  â ñòîðîíó ãåìàòîïîýòè÷åñêîé
ëèíèè ïî íàïðàâëåíè ì ïîçèòèâíîé ëèíèè (Lin+) èëè íåãàòèâíîé ëèíèè (Lin-)
äèôôåðåíöèðîâêè. Áîëåå òîãî, ïîïóë öè  ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (HSC)
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íåãàòèâíîé ëèíèè, êàê áûëî ïîêàçàíî íåäàâíî, ñîäåðæèò ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-
ïðåäøåñòâåííèêè, ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü êðîâåíîñíûå ñîñóäû in vitro è in vivo (Ñìîòðè,
Asahara et al. 1997, Science 275: 964-7). Äàííûå êëåòêè ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â
íîðìàëüíîì è ïàòîëîãè÷åñêîì ïîñòíàòàëüíîì àíãèîãåíåçå (Ñìîòðè, Lyden et al. 2001 Nat.
Med. 7, 1194-201; Kalka et al. 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97:3422-7 è
Kocher et al. 2001, Nat. Med. 7: 430-6), à òàêæå äèôôåðåíöèðîâàòüñ  â ðàçëè÷íûå íå
ýíäîòåëèàëüíûå òèïû êëåòîê, âêëþ÷à  ãåïàòîöèòû (Ñìîòðè, Lagasse et al. 2000, Nat.
Med. 6:1229-34), ìèêðîãëèþ (Ñìîòðè, Priller et al. 2002 Nat. Med. 7:1356-61),
êàðäèîìèîöèòû (Ñìîòðè, Orlic et al. 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98:10344-9)
è ýïèòåëèé (Ñìîòðè, Lyden et al. 2001, Nat. Med. 7:1194-1201). Õîò  äàííûå êëåòêè
ïðèìåí ëè â ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåë õ àíãèîãåíåçà, ìåõàíèçì íàïðàâëåííîé
äîñòàâêè EPC ê ìåñòó íåîâàñêóë ðèçàöèè íå èçâåñòåí è íå ðàçðàáîòàíà ñòðàòåãè ,
êîòîðà  áóäåò ýôôåêòèâíî óâåëè÷èâàòü êîëè÷åñòâî êëåòîê, êîòîðûå âíîñ ò âêëàä â
èíäèâèäóàëüíîå îáðàçîâàíèå ñîñóäèñòîé ñåòè.

Ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà  âë þòñ  â íàñòî ùåå âðåì 
åäèíñòâåííûì òèïîì ñòâîëîâûõ êëåòîê, îáû÷íî ïðèìåí åìûì äë  òåðàïåâòè÷åñêîãî
èñïîëüçîâàíè . HSC êîñòíîãî ìîçãà ïðèìåí ëè â òðàíñïëàíòàòàõ â òå÷åíèå áîëåå 40 ëåò.
Â íàñòî ùåå âðåì  èññëåäóþòñ  óñîâåðøåíñòâîâàííûå ñïîñîáû ñáîðà î÷èùåííûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê äë  ðàçðàáîòêè ñïîñîáîâ ëå÷åíè  ëåéêîçà, ëèìôîìû è íàñëåäóåìûõ
çàáîëåâàíèé êðîâè. Èññëåäóåòñ  êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê ó ÷åëîâåêà
äë  ëå÷åíè  äèàáåòà è ïðîãðåññèðóþùåãî ðàêà ïî÷êè ó îãðàíè÷åííîãî ÷èñëà áîëüíûõ
ëþäåé.

Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùåñòâà èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ

ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ (HSC), êîòîðûå íå ýêñïðåññèðóþò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè
ïîâåðõíîñòíûå àíòèãåíû ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè (Lin), ò.å. ê ãåìàòîïîýòè÷åñêèì
ñòâîëîâûì êëåòêàì íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè (Lin- HSC). Ïîïóë öèè Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè ýíäîòåëè  (EPC), òàêæå
èçâåñòíûå êàê ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, êîòîðûå èçáèðàòåëüíî
íàïðàâë þòñ  ê àêòèâèðîâàííûì àñòðîöèòàì ñåò÷àòêè ïðè ââåäåíèè â ñòåêëîâèäíîå òåëî
ãëàçà. Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðîèñõîä ò èç êîñòíîãî
ìîçãà âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ
ëþäåé.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ âûäåë þò ïóòåì ýêñòðàãèðîâàíè  êîñòíîãî ìîçãà èç âçðîñëîé îñîáè
ìëåêîïèòàþùåãî; îòäåëåíè  ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ èç êîñòíîãî ìîçãà; ìå÷åíè  ìîíîöèòîâ
íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë äë  ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè ïðîòèâ îäíîãî
èëè áîëåå ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè; óäàëåíè  ìîíîöèòîâ,
êîòîðûå  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèé
äèôôåðåíöèðîâêè; è çàòåì ïîëó÷åíè  ïîïóë öèè Lin- HSC, ñîäåðæàùåé EPC.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ìîíîöèòû ìåò ò íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé
äèôôåðåíöèðîâêè ïðîòèâ îäíîãî èëè áîëåå ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, âûáðàííûõ èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç CD2, CD3, CD4, CD11, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD24,
CD33, CD36, CD38, CD45, Ly-6G, TER-119, CD45RA, CD56, CD64, CD68, CD86, CD66b, HLA-
DR è CD235a (ãëèêîôîðèí A) ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî, 20% êëåòîê âûäåëåííîé ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD31.

EPC â ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ýêñòåíñèâíî âêëþ÷àþòñ  â
ðàçâèâàþùèåñ  ñîñóäû ñåò÷àòêè è îñòàþòñ  ñòàáèëüíî âêëþ÷åííûìè âî âíîâü
îáðàçîâàííóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ãëàçà. Ïîñëå âûäåëåíè , ïîïóë öèè Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  çàùèòû è ñòàáèëèçàöèè
äåãåíåðèðóþùåé ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè ó ìëåêîïèòàþùèõ, çàùèòû íåéðîíàëüíûõ ñåòåé
è ñïîñîáñòâîâàíè  âîññòàíîâëåíè  èøåìè÷åñêîé òêàíè.
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Â îäíîì èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  êëåòêè âûäåëåííûõ ïîïóë öèé
Lin- HSC òðàíñôåöèðóþò òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûì ãåíîì. Íàïðèìåð, êëåòêè ìîãóò
áûòü òðàíñôåöèðîâàíû ïîëèíóêëåîòèäàìè, êîòîðûå îïåðàáåëüíî êîäèðóþò
íåéðîòðîôè÷åñêèå àãåíòû èëè àíòèàíãèîãåííûå àãåíòû, êîòîðûå ñåëåêòèâíî íàïðàâëåíû
íà íåîâàñêóë ðèçàöèþ è èíãèáèðóþò îáðàçîâàíèå íîâûõ ñîñóäîâ, íå âëè   íà óæå
îáðàçîâàííûå ñîñóäû, ïðè ãåííîé òåðàïèè íà îñíîâå êëåòîê. Â îäíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîñëå âûäåëåíè 
âêëþ÷àþò ãåí, êîäèðóþùèé ïåïòèä, èíãèáèðóþùèé àíãèîãåíåç. Èíãèáèðóþùèå àíãèîãåíåç
Lin- HSC ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ìîäóë öèè àíîìàëüíîãî ðîñòà êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ
ïðè òàêèõ çàáîëåâàíè õ êàê ARMD, DR è îïðåäåëåííûå òèïû äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè,
ñâ çàííûå ñ àíîìàëüíîé âàñêóë ðèçàöèåé. Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîñëå âûäåëåíè  âêëþ÷àþò ãåí,
êîäèðóþùèé íåéðîòðîôè÷åñêèé ïåïòèä. Íåéðîòðîôè÷åñêèå Lin- HSC ïðèãîäíû äë 
ñîäåéñòâè  çàùèòû íåéðîíîâ ïðè çàáîëåâàíè õ ãëàç, ïðè êîòîðûõ ïðîèñõîäèò äåãåíåðàöè 
íåéðîíîâ ñåò÷àòêè, òàêèõ êàê ãëàóêîìà, ïèãìåíòîçíûé ðåòèíèò è òîìó ïîäîáíîå.

Îñîáûì ïðåèìóùåñòâîì ëå÷åíè  ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé âûäåëåííûìè ïîïóë öè ìè Lin-

HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ  âàñêóëîòðîôè÷åñêèé è íåéðîòðîôè÷åñêèé
ýôôåêòû äë  ãëàç ïðè ââåäåíèè Lin- HSC â ñòåêëîâèäíîå òåëî. Ïðè ëå÷åíèè âûäåëåííûìè
Lin- HSC ïî èçîáðåòåíèþ îáåñïå÷èâàåòñ  çàùèòà íåéðîíîâ ñåò÷àòêè è ôîòîðåöåïòîðîâ è
ïîääåðæèâàåòñ  ôóíêöè  çðåíè  â ãëàçàõ. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðåäëàãàåòñ  ñïîñîá
ëå÷åíè  äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ââåäåíèå âûäåëåííûõ êëåòîê Lin-

HSC, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà, êîòîðûå ñîäåðæàò ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-
ïðåäøåñòâåííèêè, èçáèðàòåëüíî íàïðàâëåííûå íà àêòèâèðîâàííûå àñòðîöèòû ñåò÷àòêè,
ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå, 50% âûäåëåííûõ Lin- HSC ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí
CD31 è ïî ìåíüøåé ìåðå 50% âûäåëåííûõ Lin- HSC ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí
CD117 (c-kit).

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó âûäåëåíè  ïîïóë öèé
ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùèõ
ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ ìëåêîïèòàþùèõ,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ ëþäåé. Êðîìå òîãî, èç Lin- HSC ìîæåò áûòü
ñîçäàíà ëèíè  ãåíåòè÷åñêè èäåíòè÷íûõ êëåòîê (ò.å. êëîíîâ), êîòîðà  ïðèãîäíà äë 
ðåãåíåðàòèâíîé è ðåïàðàòèâíîé òåðàïèè ñîñóäîâ ñåò÷àòêè, à òàêæå äë  ëå÷åíè 
äåãåíåðàöèè íåðâíîé òêàíè ñåò÷àòêè èëè óëó÷øåíè  åå ñîñòî íè .

Êðàòêîå îïèñàíèå ôèãóð
Íà ôèãóðå 1 (a è b) èçîáðàæåíû ñõåìàòè÷åñêèå äèàãðàììû ðàçâèâàþùåéñ  ñåò÷àòêè

ìûøè. (a) Ðàçâèòèå ïåðâè÷íîãî ñïëåòåíè . (b) Âòîðà  ôàçà îáðàçîâàíè  ñîñóäîâ
ñåò÷àòêè. GGL, ñëîé êëåòîê ãàíãëèåâ; IPL, âíóòðåííèé ñëîé ñïëåòåíè ; INL, âíóòðåííèé
 äåðíûé ñëîé; OPL, âíåøíèé ñëîé ñïëåòåíè ; ONL, âíåøíèé  äåðíûé ñëîé; RPE,
ïèãìåíòèðîâàííûé ýïèòåëèé ñåò÷àòêè; ON, çðèòåëüíûé íåðâ; P, ïåðèôåðè .

Íà ôèãóðå 1c èçîáðàæåíà õàðàêòåðèñòèêà ðàçäåëåííûõ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè êëåòîê Lin+ HSC è Lin- HSC, ïðîèñõîä ùèõ èç êîñòíîãî ìîçãà. Âåðõíèé ð ä:
òî÷å÷íà  äèàãðàììà ðàñïðåäåëåíè  êëåòîê, íå ìå÷åííûõ àíòèòåëàìè, â êîòîðûõ R1
îïðåäåë åò ïîääàþùóþñ  êîëè÷åñòâåííîìó îïðåäåëåíèþ çîíó PE-ïîçèòèâíîãî
îêðàøèâàíè ; R2 óêàçûâàåò íà GFP-ïîçèòèâíîå îêðàøèâàíèå; ñðåäíèé ð ä: Lin- HSC
(C57B/6), è íèæíèé ð ä: êëåòêè Lin+ HSC (C57B/6), êàæäà  êëåòî÷íà  ëèíè  ïîìå÷åíà
êîíúþãèðîâàííûìè ñ PE àíòèòåëàìè ïðîòèâ Sca-1, c-kit, Flk-1/KDR, CD31. Äàííûå ïî Tie-
2 áûëè ïîëó÷åíû îò ìûøåé Tie-2-GFP. Ïðîöåíòû óêàçûâàþò íà ïðîöåíò ïîçèòèâíî ìå÷åíûõ
êëåòîê âíå ñóììàðíîé ïîïóë öèè Lin- HSC èëè Lin+ HSC.

Íà ôèãóðå 2 èçîáðàæåíî ïðèæèâëåíèå òðàíñïëàíòàòà Lin- HSC â ðàçâèâàþùåéñ 
ñåò÷àòêå ìûøè. (a) ×åðåç 4 äí  ïîñëå ââåäåíè  (P6) â ñòåêëîâèäíîå òåëî eGFP+ Lin- HSC
êëåòêè ïðèêðåïë þòñ  è äèôôåðåíöèðóþòñ  íà ñåò÷àòêå. (b) Lin- HSC (ìûøè B6.129S7-
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Gtrosa26, îêðàñêà àíòèòåëàìè ïðîòèâ β-gal) ôèêñèðóþòñ  âïåðåäè ñîñóäîâ, îêðàøåííûõ
àíòèòåëàìè íà êîëëàãåí IV (çâåçäî÷êà óêàçûâàåò âåðõóøêó ñîñóäèñòîé ñåòè). (c)
Áîëüøèíñòâî êëåòîê Lin+ HSC (eGFP+) ÷åðåç 4 äí  ïîñëå ââåäåíè  (P6) áûëè íå ñïîñîáíû
äèôôåðåíöèðîâàòüñ . Áðûæåå÷íûå EC eGFP+ ìûøè ÷åðåç 4 äí  ïîñëå ââåäåíè  (P6).
(e) Lin- HSC (eGFP+) ââîäèëè â ãëàçà âçðîñëîé ìûøè. (f) Ñëàáîå óâåëè÷åíèå, eGFP+ Lin-

HSC (ñòðåëêè) óñàæèâàþòñ  è äèôôåðåíöèðóþòñ  âäîëü ïðåäñóùåñòâóþùåé àñòðîöèòíîé
ìàòðèöû ó òðàíñãåííîé ìûøè GFAP-GFP. (g) Áîëåå âûñîêîå óâåëè÷åíèå, ñâ çü ìåæäó
êëåòêàìè Lin- (eGFP) è ïîäëåæàùèì àñòðîöèòîì (ñòðåëêè). (h) Òðàíñãåííûé êîíòðîëü áåç
ââåäåíè  GFAP-GFP. (i) ×åðåç 4 äí  ïîñëå ââåäåíè  (P6) eGFP+ Lin- HSC êëåòêè ìèãðèðóþò
è ïîäâåðãàþòñ  äèôôåðåíöèðîâêå â çîíå áóäóùåãî ãëóáîêîãî ñïëåòåíè . Íà ëåâîé ôèãóðå
ïðåäñòàâëåíà àêòèâíîñòü Lin- HSC íà ìîíòèðîâàííîé ñåò÷àòêå öåëèêîì; íà ïðàâîé ôèãóðå
ïîêàçàíà ëîêàëèçàöè  êëåòîê Lin- (ñòðåëêè) â ñåò÷àòêå (âåðõ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñòîðîíó
ê ñòåêëîâèäíîìó òåëó, íèç - ñòîðîíó ê ñêëåðå). (j) Äâîéíîå ìå÷åíèå àíòèòåëàìè α-CD31-PE

è α-GFP-alexa 488. ×åðåç ñåìü äíåé ïîñëå ââåäåíè  ââåäåííûå Lin- HSC (eGFP),
(êðàñíûå) âêëþ÷àëèñü â ñîñóäèñòóþ ñåòü (CD31). Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà çîíû âêëþ÷åíè .
(k) Êëåòêè eGFP+ Lin- HSC îáðàçóþò ñîñóäû ÷åðåç ÷åòûðíàäöàòü äíåé ïîñëå ââåäåíè 
(P17). (l è m) Âíóòðèñåðäå÷íîå ââåäåíèå ðîäàìèí-äåêñòðàíà óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ñîñóäû
 âë þòñ  èíòàêòíûìè è ôóíêöèîíèðóþò êàê â ïåðâè÷íîì (l), òàê è â ãëóáîêîì (m) ñïëåòåíèè.

Íà ôèãóðå 3 (a è b) ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè eGFP+ Lin- HSC ôèêñèðóþòñ  íà ãëèîç
(îáîçíà÷åííûé àñòðîöèòàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè GFAP, äàëüíåå ëåâîå èçîáðàæåíèå),
èíäóöèðóåìûé êàê ëàçåðîì (a), òàê è ìåõàíè÷åñêèì ïîâðåæäåíèåì (b) â ñåò÷àòêå âçðîñëîé
îñîáè (çâåçäî÷êà óêàçûâàåò íà ìåñòî ïîâðåæäåíè ). Äàëüíèå ïðàâûå èçîáðàæåíè 
ïðåäñòàâë þò ñîáîé áîëåå ñèëüíîå óâåëè÷åíèå, ÷òî ãîâîðèò î òåñíîé ñâ çè Lin- HSC è
àñòðîöèòîâ. Îòðåçîê êàëèáðîâêè = 20 ìêì.

Íà ôèãóðå 4 ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè Lin- HSC çàùèùàþò ñîñóäèñòóþ ñåòü ìûøè ñ
äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè. (a-d) Ñåò÷àòêà ÷åðåç 27 äíåé ïîñëå ââåäåíè  (P33) ñ îêðàñêîé
íà êîëëàãåí IV; (a) è (b) ñåò÷àòêà ñ ââåäåííûìè êëåòêàìè Lin+ HSC (Balb/c) íå
äåìîíñòðèðóþò ðàçëè÷èé â ñîñóäèñòîé ñåòè ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ìûøàìè FVB; (c)
è (d) ñåò÷àòêà ñ ââåäåííûìè Lin- HSC (Balb/c) äåìîíñòðèðóþò áîãàòóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü,
àíàëîãè÷íóþ òàêîâîé ó ìûøåé äèêîãî òèïà; (a) è (c) êðèîñðåçû öåëüíîé ñåò÷àòêè (âåðõ
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñòîðîíó ê ñòåêëîâèäíîìó òåëó, íèç - ñòîðîíó ê ñêëåðå) ñ
îêðàøèâàíèåì DAPI; (b) è (d) ãëóáîêîå ñïëåòåíèå öåëèêîì ñìîíòèðîâàííîé ñåò÷àòêè; (e)
ãèñòîãðàììà, èëëþñòðèðóþùà  óâåëè÷åíèå ñîñóäèñòîé ñåòè ãëóáîêîãî ñîñóäèñòîãî
ñïëåòåíè , îáðàçîâàííîé â ñåò÷àòêàõ ñ ââåäåííûìè êëåòêàìè Lin- HSC (n = 6).
Ïðîò æåííîñòü ãëóáîêîé âàñêóë ðèçàöèè ñåò÷àòêè áûëà îöåíåíà ñ ïîìîùüþ ðàñ÷åòà
ñóììàðíîé äëèíû ñîñóäîâ â êàæäîì èçîáðàæåíèè. Ñðàâíèâàëè ñðåäíþþ ñóììàðíóþ äëèíó
ñîñóäîâ/íà ïîëå ñ âûñîêèì óâåëè÷åíèåì (â ìèêðîíàõ) äë  Lin- HSC, Lin+ HSC èëè
êîíòðîëüíûõ ñåò÷àòîê. (f) Ñðàâíåíèå äëèíû ãëóáîêîãî ñîñóäèñòîãî ñïëåòåíè  ïîñëå
ââåäåíè  êëåòîê Lin- HSC (R, ïðàâûé ãëàç) èëè Lin+ HSC (L, ëåâûé ãëàç) îò ìûøè rd/rd.
Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû øåñòè íåçàâèñèìûõ ìûøåé (êàæäûé öâåò ïðåäñòàâë åò êàæäóþ
ìûøü). (g) è (h) êëåòêè Lin- HSC (Balb/c) òàêæå çàùèùàþò ñîñóäèñòóþ ñåòü rd/rd ïðè
ââåäåíèè â ãëàç íà P15. Ïîêàçàíî ïðîìåæóòî÷íîå è ãëóáîêîå ñîñóäèñòîå ñïëåòåíèå
ñåò÷àòîê ñ ââåäåííûìè êëåòêàìè Lin- HSC (G) èëè Lin+ HSC (H) (÷åðåç îäèí ìåñ ö ïîñëå
ââåäåíè ).

Íà ôèãóðå 5 ïîêàçàíû ìèêðîôîòîãðàôèè òêàíè ñåò÷àòêè ìûøåé: (a) ãëóáîêèé ñëîé
öåëèêîì ñìîíòèðîâàííîé ñåò÷àòêè (ìûøü rd/rd), ÷åðåç ï òü äíåé ïîñëå ââåäåíè  (P11)
âèäíû eGFP+ Lin- HSC (ñåðûå). (b) è (c) ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè ìûøåé Tie-2-GFP
(rd/rd) íà P60, êîòîðûå ïîëó÷àëè êëåòêè Lin- Balb/c (b) èëè Lin+ HSC êëåòêè (c), ââåäåíèå
íà P6. Òîëüêî ýíäîãåííûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè (îêðàøåííûå GFP) âèçóàëèçèðóþòñ  íà
ëåâûõ ïàíåë õ (b) è (c). Ñðåäíèå ïàíåëè (b) è (c) îêðàøåíû àíòèòåëîì ïðîòèâ CD31;
ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ñîñóäû, îêðàøåííûå íà CD31, íî íå íà GFP, ïðàâûå ïàíåëè (b) è
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(c) äåìîíñòðèðóþò îêðàøèâàíèå êàê íà GFP, òàê è íà CD31. (d) îêðàøèâàíèå íà α-SMA

ââåäåííûõ Lin- HSC (ëåâà  ïàíåëü) è êîíòðîëüíîé ñåò÷àòêè (ïðàâà  ïàíåëü).
Íà ôèãóðå 6 ïîêàçàíî, ÷òî Lin- HSC, òðàíñôåöèðîâàííûå T2-TrpRS, èíãèáèðóþò

ðàçâèòèå ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè ìûøè. (a) Ñõåìàòè÷åñêîå ïðåäñòàâëåíèå TrpRS, T2-
TrpRS è T2-TrpRS ñ ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Igk íà àìèíîêîíöå. (b) Ñåò÷àòêà ñ
ââåäåííûìè Lin- HSC, òðàíñôåöèðîâàííûìè T2-TrpRS, ýêñïðåññèðóþò áåëîê T2-TrpRS in
vivo. (1) Ðåêîìáèíàíòíûé T2-TrpRS, ïðîäóöèðóåìûé â E. coli; (2) Ðåêîìáèíàíòíûé T2-
TrpRS, ïðîäóöèðóåìûé â E. coli; (3) Ðåêîìáèíàíòíûé T2-TrpRS, ïðîäóöèðóåìûé E. coli;
(4) êîíòðîëüíà  ñåò÷àòêà; (5) ñåò÷àòêà ñ ââåäåííûìè Lin- HSC + pSecTag2A (òîëüêî âåêòîð);
(6) ñåò÷àòêà ñ ââåäåííûìè Lin- HSC + pKLe135 (Igk-T2-TrpRS â pSecTag). (a) Ýíäîãåííûé
TrpRS. (b) Ðåêîìáèíàíòíûé T2-TrpRS. (c) Ñåò÷àòêà ñ ââåäåííûì T2-TrpRS â Lin- HSC. (c-
f) Ïðèìåðû ïåðâè÷íîãî (ïîâåðõíîñòíîãî) è âòîðè÷íîãî (ãëóáîêîãî) ñïëåòåíèé â ñåò÷àòêàõ
ïîñëå ââåäåíè , ñåìü äíåé ïîñëå ââåäåíè . (c) è (d) Ãëàçà ñ ââåäåííûìè Lin- HSC,
òðàíñôåöèðîâàííûìè ïóñòîé ïëàçìèäîé, ðàçâèâàþòñ  íîðìàëüíî; (e) è (f) â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ ãëàç ñ ââåäåííûìè Lin- HSC, òðàíñôåöèðîâàííûìè T2-TrpRS, õàðàêòåðèçóåòñ 
èíãèáèðîâàíèåì ãëóáîêîãî ñïëåòåíè ; (c) è (e) ïåðâè÷íîå (ïîâåðõíîñòíîå) ñïëåòåíèå;
(d) è (f) âòîðè÷íîå (ãëóáîêîå) ñïëåòåíèå. Íå÷åòêîå î÷åðòàíèå ñîñóäîâ, íàáëþäàåìîå â
(f), ïðåäñòàâë åò ñîáîé «ïðîñòóïàíèå» èçîáðàæåíèé ïåðâè÷íîé ñîñóäèñòîé ñåòè,
ïðåäñòàâëåííîé â (e).

Íà ôèãóðå 7 ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùà  His6-ìå÷åííûé T2-
TrpRS, SEQ ID NO: 1.

Íà ôèãóðå 8 ïðåäñòàâëåíà àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü His6-ìå÷åííîãî T2-
TrpRS, SEQ ID NO: 2.

Íà ôèãóðå 9 ïðåäñòàâëåíû ìèêðîôîòîãðàôèè è ýëåêòðîðåòèíîãðàììû (ERG) ñåò÷àòîê
ìûøåé, â ãëàçà êîòîðûõ ââîäèëè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ è Lin+ HSC
(êîíòðîëè).

Íà ôèãóðå 10 èçîáðàæåíû ñòàòèñòè÷åñêèå ãðàôèêè, ïðåäñòàâë þùèå êîððåë öèþ ìåæäó
íåéðîíàëüíîé çàùèòîé (îñü Y) è âàñêóë ðíîé çàùèòîé (îñü X) êàê äë  ïðîìåæóòî÷íîãî
(Int.), òàê è äë  ãëóáîêîãî ñëî  ãëàç ìûøåé rd/rd, êîòîðûì ââîäèëè Lin- HSC.

Íà ôèãóðå 11 èçîáðàæåíû ñòàòèñòè÷åñêèå ãðàôèêè, äåìîíñòðèðóþùèå îòñóòñòâèå
êîððåë öèè ìåæäó íåéðîíàëüíîé çàùèòîé (îñü Y) è âàñêóë ðíîé çàùèòîé (îñü X) äë  ãëàç
ìûøåé rd/rd, êîòîðûì ââîäèëè Lin+ HSC.

Íà ôèãóðå 12 ïðåäñòàâëåíà ãèñòîãðàììà äëèíû ñîñóäîâ (îñü Y) â îòíîñèòåëüíûõ

óñëîâíûõ åäèíèöàõ äë  ãëàç ìûøåé rd/rd, êîòîðûì ââîäèëè Lin- HSC (òåìíûå ñòîëáèêè) è
äë  ãëàç ìûøåé rd/rd, êîòîðûì íå ââîäèëè Lin- HSC (ñâåòëûå ñòîëáèêè) âî âðåìåííûå òî÷êè
1 ìåñ ö (1Ì), 2 ìåñ öà (2Ì) è 6 ìåñ öåâ (6Ì) ïîñëå ââåäåíè .

Íà ôèãóðå 13 ïðåäñòàâëåíû òðè ãèñòîãðàììû êîëè÷åñòâà  äåð âî âíåøíåì íåðâíîì
ñëîå (ONR) ìûøåé rd/rd ÷åðåç 1 ìåñ ö (1Ì), 2 ìåñ öà (2Ì) è 6 ìåñ öåâ (6Ì) ïîñëå
ââåäåíè , è îíè äåìîíñòðèðóþò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà  äåð äë  ãëàç, êîòîðûì
ââîäèëè Lin- HSC (òåìíûå ñòîëáèêè) ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíûì ãëàçàì, êîòîðûì
ââîäèëè Lin+ HSC (ñâåòëûå ñòîëáèêè).

Íà ôèãóðå 14 èçîáðàæåíû ãðàôèêè ÷èñëà  äåð âî âíåøíåì íåéðîíàëüíîì ñëîå äë 
èíäèâèäóàëüíûõ ìûøåé rd/rd, ñðàâíåíèå ïðàâîãî ãëàçà (R, ââîäèëè Lin- HSC) ñ ëåâûì
ãëàçîì (L, ââîäèëè Lin+ HSC) âî âðåìåííûå òî÷êè (ïîñëå ââåäåíè ) 1 ìåñ ö (1Ì), 2 ìåñ öà
(2Ì) è 6 ìåñ öåâ (6Ì); êàæäà  ëèíè  íà ãðàôèêå - ñðàâíåíèå ãëàç èíäèâèäóàëüíîé ìûøè.

Íà ôèãóðå 15 èçîáðàæåíû èçìåíåíè  ñîñóäèñòîé ñåòè è íåðâíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè ó
ìûøåé rd1/rd1 (C3H/HeJ, ëåâûå ïàíåëè) è ìûøåé äèêîãî òèïà (C57BL/6, ïðàâûå ïàíåëè).
Ñîñóäèñòà  ñåòü ïðîìåæóòî÷íîãî (âåðõíèå ïàíåëè) èëè ãëóáîêîãî (ñðåäíèå ïàíåëè)
ñîñóäèñòûõ ñïëåòåíèé â öåëèêîì ñîáðàííîé ñåò÷àòêå (êðàñíûé: êîëëàãåí IV, çåëåíûé:
CD31) è ïðåäñòàâëåíû ñðåçû (êðàñíûé: DAPI, çåëåíûé: CD31, íèæíèå ïàíåëè) òåõ æå ñàìûõ
ñåò÷àòîê (P: ïîñòíàòàëüíûé äåíü). (GCL: ñëîé êëåòî÷íûõ ãàíãëèåâ, INL: âíóòðåííèé
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 äåðíûé ñëîé, ONL: âíåøíèé  äåðíûé ñëîé).
Íà ôèãóðå 16 ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå Lin- HSC çàùèùàåò íåðâíûå êëåòêè ìûøåé rd1/rd1

îò äåãåíåðàöèè. A, B è C ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè ïðîìåæóòî÷íîãî (int.) èëè ãëóáîêîãî
ñïëåòåíè  è ñðåçû ãëàçà ñ ââåäåíèåì Lin- HSC (ïðàâûå ïàíåëè) è âòîðîãî ãëàçà ñ
ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê (CD31-) (ëåâûå ïàíåëè) íà P30 (A), P60 (B) è P180 (C).
D, ñðåäí   ñóììàðíà  äëèíà ñîñóäèñòîé ñåòè (+ èëè - ñòàíäàðòíà  îøèáêà ñðåäíåãî) â
ñåò÷àòêàõ ñ ââåäåíèåì Lin- HSC è ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê (CD31-) íà P30
(ëåâûé, n = 10), P60 (ñðåäíèé, n = 10) è P180 (ïðàâûé, n = 6). Äàííûå ïî
ïðîìåæóòî÷íîìó (Int.) è ãëóáîêîìó ñîñóäèñòîìó ñïëåòåíèþ ïîêàçàíû îòäåëüíî (îñü Y:
îòíîñèòåëüíà  äëèíà ñîñóäèñòîé ñåòè). E, ñðåäíåå ÷èñëî êëåòî÷íûõ  äåð â ONL íà P30
(ëåâûé, n = 10), P60 (ñðåäíèé, n = 10) è P180 (ïðàâûé, n = 6) â ñåò÷àòêàõ ñ ââåäåíèåì
êîíòðîëüíûõ êëåòîê (CD31-) èëè Lin- HSC (îñü Y: îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî êëåòî÷íûõ  äåð â
ONL). F, Ëèíåéíûå êîððåë öèè ìåæäó äëèíîé ñîñóäèñòîé ñåòè (îñü X) è ÷èñëîì êëåòî÷íûõ
 äåð â ONL (îñü Y) íà P30 (ëåâûé), P60 (ñðåäíèé) è P180 (ïðàâûé) â ñåò÷àòêàõ ñ
ââåäåíèåì Lin- HSC èëè êîíòðîëüíûõ êëåòîê.

Íà ôèãóðå 17 ïîêàçàíî, ÷òî çàùèòíà  ôóíêöè  ñåò÷àòêè äîñòèãàåòñ  ïóòåì ââåäåíè  Lin-

HSC. Äë  îöåíêè ôóíêöèè ñåò÷àòîê ñ ââåäåíèåì Lin- HSC èëè êîíòðîëüíûõ êëåòîê (CD31-)
ïðèìåí ëè ýëåêòðîðåòèíîãðàôè÷åñêèå (ERG) çàïèñè. A è B, ïðèìåðû ñëó÷àåâ çàùèùåííîé
è íå çàùèùåííîé ñåò÷àòîê ÷åðåç 2 ìåñ öà ïîñëå ââåäåíè . Ïîêàçàíû ñðåçû ñåò÷àòêè
ïðàâîãî ãëàçà ñ ââåäåíèåì Lin- HSC (A) è ëåâîãî ãëàçà ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê
CD31- (B) (çåëåíûé: ñîñóäèñòà  ñåòü, îêðàøåííà  íà CD31, êðàñíûé:  äðà, îêðàøåííûå
DAPI). C, ðåçóëüòàòû ERG îò òîãî æå æèâîòíîãî, ÷òî è ïðåäñòàâëåííûé â A è B.

Íà ôèãóðå 18 ïîêàçàíî, ÷òî ïîïóë öè  êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ìîæåò çàùèùàòü
äåãåíåðèðóþùèå ñåò÷àòêè ó ìûøè rd1 (A-C). Çàùèòà íàáëþäàëàñü òàêæå íà äðóãîé ìîäåëè
äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, rd10 (D-K). A, Lin- HSC ÷åëîâåêà (hLin- HSC), ìå÷åííûå çåëåíûì
êðàñèòåëåì, ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñ  â êëåòêè ñîñóäîâ ñåò÷àòêè ïîñëå ââåäåíè  â
ñòåêëîâèäíîå òåëî ìûøàì C3SnSmn.CB17-Prkdc SCID. B è C, ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè
(ëåâûå ïàíåëè; âåðõ: ïðîìåæóòî÷íîå ñïëåòåíèå, íèç: ãëóáîêîå ñïëåòåíèå) è íåðâíûå
êëåòêè (ïðàâà  ïàíåëü) â ãëàçå ñ ââåäåíèåì hLin- HSC (B) èëè âî âòîðîì, êîíòðîëüíîì
ãëàçå (C) ÷åðåç 1,5 ìåñ öà ïîñëå ââåäåíè . D-K, çàùèòà ìûøåé rd10 ñ ïîìîùüþ Lin- HSC
(ââåäåííûõ íà P6). Ïîêàçàíû ïðèìåðû ñåò÷àòîê íà P21 (D: Lin- HSC, H: êîíòðîëüíûå
êëåòêè), P30 (E: Lin- HSC, I: êîíòðîëüíûå êëåòêè), P60 (F: Lin- HSC, J: êîíòðîëüíûå êëåòêè)
è P105 (G: Lin- HSC, K: êîíòðîëüíûå êëåòêè) (ãëàçà, ïîäâåðãàâøèåñ  ëå÷åíèþ, è
êîíòðîëüíûå ãëàçà â êàæäîé âðåìåííîé òî÷êå áûëè îò òîãî æå æèâîòíîãî). Ñîñóäèñòóþ
ñåòü ñåò÷àòêè (âåðõíåå èçîáðàæåíèå â êàæäîé ïàíåëè ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîìåæóòî÷íîå
ñïëåòåíèå; ñðåäíåå èçîáðàæåíèå â êàæäîé ïàíåëè ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãëóáîêîå ñïëåòåíèå)
îêðàøèâàëè íà CD31 (çåëåíûé) è êîëëàãåí IV (êðàñíûé). Â èçîáðàæåíèè âíèçó êàæäîé
ïàíåëè ïðåäñòàâëåí ïîïåðå÷íûé ñðåç, ñäåëàííûé èç òîé æå ñåò÷àòêè (êðàñíûé: DAPI,
çåëåíûé: CD31).

Íà ôèãóðå 19 ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî êîëè÷åñòâî êðèñòàëëèí αA ïîâûøàåòñ  ïðè

çàùèòå êëåòîê âíåøíåãî  äåðíîãî ñëî  ïîñëå ââåäåíè  Lin- HSC, íî íå â êîíòðîëüíûõ
ãëàçàõ ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Ëåâà  ïàíåëü; êîíòðîëü IgG â çàùèùåííîé
ñåò÷àòêå, ñðåäí   ïàíåëü; êðèñòàëëèí αA â çàùèùåííîé ñåò÷àòêå, ïðàâà  ïàíåëü;
êðèñòàëëèí αA â íå çàùèùåííîé ñåò÷àòêå.

Íà ôèãóðå 20 ïðåäñòàâëåíû òàáëèöû ãåíîâ, êîòîðûå ñòèìóëèðîâàíû â ñåò÷àòêàõ ìûøåé,
êîòîðûì ââîäèëè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. (A) Ãåíû, ÷ü  ýêñïðåññè 
ïîâûøåíà â 3 ðàçà â ñåò÷àòêàõ ìûøåé, êîòîðûì ââîäèëè ìûøèíûé Lin- HSC. (B) Ãåíû
êðèñòàëëèíà, êîòîðûå ñòèìóëèðóþòñ  â ñåò÷àòêàõ ìûøåé, êîòîðûì ââîäèëè ìûøèíûå Lin-

HSC. (C) Ãåíû, ÷ü  ýêñïðåññè  óâåëè÷åíà â 2 ðàçà â ñåò÷àòêàõ ìûøåé, êîòîðûì ââîäèëè
Lin - HSC ÷åëîâåêà. (D) Ãåíû íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ èëè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ÷ü 
ýêñïðåññè  óâåëè÷åíà â ñåò÷àòêàõ ìûøåé, êîòîðûì ââîäèëè Lin- HSC ÷åëîâåêà.
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Íà ôèãóðå 21 ïîêàçàíî ðàñïðåäåëåíèå ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ CD31 è èíòåãðèíà α6

íà ïîçèòèâíûõ CD133 (CD133+) è íà íåãàòèâíûõ CD133 (CD133-) ïîïóë öè õ Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Íà ôèãóðå 22 ïðåäñòàâëåíî ïîñòíàòàëüíîå ðàçâèòèå ñåò÷àòêè ìûøåé C57/B16 äèêîãî
òèïà ïðè íîðìàëüíûõ óðîâí õ êèñëîðîäà (íîðìîêñè ) íà ïîñòíàòàëüíûå äíè ñ P0 äî P30.

Íà ôèãóðå 23 ïðåäñòàâëåíà ìîäåëü èíäóöèðîâàííîé êèñëîðîäîì ðåòèíîïàòèè ó ìûøåé
C57/B16, ñîäåðæàùèõñ  ïðè âûñîêèõ óðîâí õ êèñëîðîäà (ãèïåðîêñè ; 75% êèñëîðîäà),
ìåæäó P7 è P12 ñ ïîñëåäóþùåé íîðìîêñèåé ñ P12-P17.

Íà ôèãóðå 24 ïðåäñòàâëåíà çàùèòà ñîñóäîâ ñ ïîìîùüþ ââåäåíè  ïîïóë öèé Lin- HSC
ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â ìîäåëè èíäóöèðîâàííîé êèñëîðîäîì ðåòèíîïàòèè.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè 
Ñòâîëîâûå êëåòêè îáû÷íî èäåíòèôèöèðóþò ïî ðàñïðåäåëåíèþ àíòèãåíîâ íà

ïîâåðõíîñòè êëåòîê (äë  ïîäðîáíîãî îáñóæäåíè  ñìîòðè, Stem Cells: Scientific Progress
and Future Directions, äîêëàä, ïîäãîòîâëåííûé íàöèîíàëüíûìè èíñòèòóòàìè çäîðîâü ,
óïðàâëåíèå íàó÷íîé ïîëèòèêîé, èþíü 2001 ã., ïðèëîæåíèå E: Stem Cell Markers, êîòîðûé
âêëþ÷åí çäåñü â êà÷åñòâå ññûëêè â ïîëíîì îáúåìå).

Ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè ïðåäñòàâë þò ñîáîé òàêèå ñòâîëîâûå êëåòêè,
êîòîðûå ñïîñîáíû ðàçâèâàòüñ  â ðàçëè÷íûå òèïû  êëåòîê êðîâè, íàïðèìåð, â Â-êëåòêè, Ò-
êëåòêè, ãðàíóëîöèòû, òðîìáîöèòû è ýðèòðîöèòû. Ïîâåðõíîñòíûå àíòèãåíû ëèíèé
äèôôåðåíöèðîâêè ïðåäñòàâë þò ñîáîé ãðóïïó áåëêîâ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, êîòîðûå
 âë þòñ  ìàðêåðàìè ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè çðåëûõ êëåòîê êðîâè, âêëþ÷à  CD2, CD3,
CD11, CD11a, Mac-1 (CD11b:CD18), CD14, CD16, CD19, CD24, CD33, CD36, CD38, CD45,
CD45RA, Ly-6G ìûøè, TER-119 ìûøè, CD56, CD64, CD68, CD86 (B7.2), CD66b, àíòèãåí
ëåéêîöèòîâ ÷åëîâåêà DR (HLA-DR) è CD235a (ãëèêîôîðèí A). Ãåìàòîïîýòè÷åñêèå
ñòâîëîâûå êëåòêè, êîòîðûå íå ýêñïðåññèðóþò ñóùåñòâåííûå óðîâíè äàííûõ àíòèãåíîâ,
îáû÷íî îòíîñ ò ê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè (Lin-). Ãåìàòîïîýòè÷åñêèå
ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà îáû÷íî ýêñïðåññèðóþò äðóãèå ïîâåðõíîñòíûå àíòèãåíû, òàêèå
êàê CD31, CD34, CD117 (c-kit) è/èëè CD133. Ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøè
îáû÷íî ýêñïðåññèðóþò äðóãèå ïîâåðõíîñòíûå àíòèãåíû, òàêèå êàê CD34, CD117 (c-kit),
Thy-1, è/èëè Sca-1.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííûì ãåìàòîïîýòè÷åñêèì ñòâîëîâûì
êëåòêàì, êîòîðûå íå ýêñïðåññèðóþò ñóùåñòâåííûå óðîâíè «ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè» (Lin) íà ïîâåðõíîñòè ñâîèõ êëåòîê. Òàêèå êëåòêè îáîçíà÷àþò çäåñü êàê
ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè «íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè» èëè «Lin-». Â
÷àñòíîñòè, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê Lin-

(Lin- HSC), êîòîðà  âêëþ÷àåò ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè (EPC), êîòîðûå
ñïîñîáíû âêëþ÷àòüñ  â ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü è çàòåì äèôôåðåíöèðîâàòüñ ,
ñòàíîâ ñü êëåòêàìè ýíäîòåëè  ñîñóäîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, âûäåëåííûå ïîïóë öèè Lin-

HSC ïðèñóòñòâóþò â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, òàêîé êàê çàáóôåðåííûé ôèçèîëîãè÷åñêèé
ðàñòâîð (ÇÔÐ).

Èñïîëüçóåìîå çäåñü è â ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå èçîáðåòåíè  âûðàæåíèå «âçðîñëûé» â
îòíîøåíèè ê êîñòíîìó ìîçãó âêëþ÷àåò êîñòíûé ìîçã, âûäåëåííûé â ïîñòíàòàëüíûé ïåðèîä,
ò.å. îò íåïîëîâîçðåëûõ è âçðîñëûõ èíäèâèäóóìîâ â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ. Òåðìèí
«âçðîñëîå ìëåêîïèòàþùåå» îòíîñèòñ  êàê ê íåïîëîâîçðåëûì, òàê è ê ïîëíîñòüþ
ïîëîâîçðåëûì ìëåêîïèòàþùèì.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííûì ïîïóë öè ì ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè (Lin- HSC),
ñîäåðæàùèì ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè (EPC). Âûäåëåííûå ïîïóë öèè Lin-

HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî, âêëþ÷àþò êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ, â
êîòîðûõ ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 20% êëåòîê ýêñïðåññèðóþò ïîâåðõíîñòíûé
àíòèãåí CD31, îáû÷íî ïðèñóòñòâóþùèé íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè , ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 50% êëåòîê ýêñïðåññèðóþò CD31, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 65%, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
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ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 75%. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî
50% êëåòîê ïîïóë öèé Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ýêñïðåññèðóþò àíòèãåí èíòåãðèíà α6.

Â îäíîì èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  ïîïóë öèè Lin- HSC ìûøè ïî
ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 50% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò àíòèãåí CD31 è ïî ìåíüøåé
ìåðå, ïðèáëèçèòåëüíî, 50% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò àíòèãåí CD117 (c-kit).
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 75% êëåòîê Lin- HSC ýêñïðåññèðóåò
àíòèãåí CD31, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèáëèçèòåëüíî 81% êëåòîê. Â äðóãîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  ó ìûøåé ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî
65% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD117, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ïðèáëèçèòåëüíî 70% êëåòîê. Â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåíà ïîïóë öè  Lin- HSC ìûøè, â êîòîðîé îò
ïðèáëèçèòåëüíî 50% äî ïðèáëèçèòåëüíî 85% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí
CD31 è îò ïðèáëèçèòåëüíî 70% äî ïðèáëèçèòåëüíî 75% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò
ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD117.

Äðóãèì ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì îñóùåñòâëåíè   âë åòñ  ïîïóë öè  Lin- HSC
÷åëîâåêà, â êîòîðîé êëåòêè  âë þòñ  íåãàòèâíûìè â îòíîøåíèè CD133, â êîòîðîé ïî
ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 50% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD31 è,
ïî ìåíüøåé ìåðå, ïðèáëèçèòåëüíî 50% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò àíòèãåí èíòåãðèíà α6. Åùå

îäíèì ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì îñóùåñòâëåíè   âë åòñ  ïîïóë öè  Lin- HSC
÷åëîâåêà, â êîòîðîé êëåòêè  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè CD133, â êîòîðîé
íàñòîëüêî ìàëî êàê ïðèáëèçèòåëüíî 30% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí
CD31 è íàñòîëüêî ìàëî êàê ïðèáëèçèòåëüíî 30% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò àíòèãåí

èíòåãðèíà α6.

Âûäåëåííûå ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èçáèðàòåëüíî
íàïðàâëåíû íà àñòðîöèòû è âêëþ÷àþòñ  âî âíîâü îáðàçóþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè
ïðè ââåäåíèè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà òàêèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, êàê ìûøü èëè
÷åëîâåê, èç êîòîðûõ êëåòêè áûëè âûäåëåíû.

Âûäåëåííûå ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò
ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, êîòîðûå äèôôåðåíöèðóþòñ  â ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè è ñîçäàþò ñîñóäèñòûå ñòðóêòóðû â ñåò÷àòêå. Â ÷àñòíîñòè, ïîïóë öèè Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ëå÷åíè  çàáîëåâàíèé ñ
íåîâàñêóë ðèçàöèåé ñåò÷àòêè è äåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ñîñóäîâ ñåò÷àòêè, à òàêæå
äë  âîññòàíîâëåíè  ïîâðåæäåííûõ ñîñóäîâ ñåò÷àòêè. Êëåòêè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ñòèìóëèðóþò çàùèòó íåðâíûõ êëåòîê â ñåò÷àòêå è óñèëèâàþò ïîçèòèâíóþ
ðåãóë öèþ àíòèàïîïòîçíûõ ãåíîâ. Íåîæèäàííî áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè Lin- HSC
âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò èíãèáèðîâàòü äåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè
äàæå ó ìûøåé ñ ò æåëûì êîìáèíèðîâàííûì èììóíîäåôèöèòîì (SCID), ñòðàäàþùèõ
äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè. Êðîìå òîãî, ïîïóë öèè Lin- HSC ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ëå÷åíè 
äåôåêòîâ ñåò÷àòêè ãëàç íîâîðîæäåííûõ ìëåêîïèòàþùèõ, òàêèõ, êîòîðûå ñòðàäàþò
èíäóöèðîâàííîé êèñëîðîäîì ðåòèíîïàòèåé èëè ðåòèíîïàòèåé íåäîíîøåííûõ.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ëå÷åíè  ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé ó
ìëåêîïèòàþùåãî, ïðåäóñìàòðèâàþùåìó âûäåëåíèå èç êîñòíîãî ìîçãà ìëåêîïèòàþùåãî
ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè,
êîòîðà  âêëþ÷àåò ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, è ââåäåíèå âûäåëåííûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà ìëåêîïèòàþùåãî â êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷íîì
äë  êóïèðîâàíè  çàáîëåâàíè . Íàñòî ùèé ñïîñîá ìîæåò áûòü ïðèìåíåí äë  ëå÷åíè 
ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê äåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíè  ñåò÷àòêè, äåãåíåðàòèâíûå
çàáîëåâàíè  ñîñóäîâ ñåò÷àòêè, èøåìè÷åñêèå ðåòèíîïàòèè, êðîâîèçëè íè  ñîñóäîâ, óòå÷êà
èç ñîñóäîâ è õîðîèäîïàòèè íîâîðîæäåííûõ, íåïîëîâîçðåëûõ èëè ïîëíîñòüþ ïîëîâîçðåëûõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðèìåðû òàêèõ çàáîëåâàíèé âêëþ÷àþò ñâ çàííóþ ñ âîçðàñòîì
äåãåíåðàöèþ æåëòîãî ï òíà (ARMD), äèàáåòè÷åñêóþ ðåòèíîïàòèþ (DR), ïðåäïîëàãàåìûé

Ñòðàíèöà: 10

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 345 780 C2

ãëàçíîé ãèñòîïëàçìîç (POHS), ðåòèíîïàòèþ íåäîíîøåííûõ (ROP), ñåðïîâèäíî-êëåòî÷íóþ
àíåìèþ è ïèãìåíòîçíûé ðåòèíèò, à òàêæå ïîâðåæäåíè  ñåò÷àòêè.

Êîëè÷åñòâî ñòâîëîâûõ êëåòîê, ââîäèìûõ â ãëàç, äîñòàòî÷íî äë  êóïèðîâàíè 
ïàòîëîãè÷åñêîãî ñîñòî íè  ãëàçà. Íàïðèìåð, ÷èñëî êëåòîê ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíûì äë 
âîññòàíîâëåíè  ïîâðåæäåíè  ñåò÷àòêè ãëàçà, ñòàáèëèçàöèè íåîâàñêóë ðèçàöèè ñåò÷àòêè,
ñîçðåâàíè  íîâûõ ñîñóäîâ ñåò÷àòêè è ïðåäîòâðàùåíè  óòå÷êè èç ñîñóäîâ èëè èõ
âîññòàíîâëåíè  è êðîâîèçëè íè  ñîñóäîâ.

Êëåòêè ïîïóë öèé Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü òðàíñôåöèðîâàíû
òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûìè ãåíàìè, òàêèìè êàê ãåíû, êîäèðóþùèå àíòèàíãèîãåííûå
áåëêè äë  ïðèìåíåíè  ïðè ãåííîé òåðàïèè ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé íà îñíîâå êëåòîê, è ãåíû,
êîäèðóþùèå íåéðîòðîôè÷åñêèå àãåíòû äë  óâåëè÷åíè  ýôôåêòîâ çàùèòû íåðâíûõ êëåòîê.

Òðàíñôåöèðîâàííûå êëåòêè ìîãóò âêëþ÷àòü ëþáîé ãåí, êîòîðûé òåðàïåâòè÷åñêè
ýôôåêòèâåí äë  ëå÷åíè  íàðóøåíèé ñåò÷àòêè. Â îäíîì èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ
îñóùåñòâëåíè  òðàíñôåöèðîâàííûå Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò
îïåðàáåëüíûé ãåí, êîäèðóþùèé àíòèàíãèîãåííûé ïåïòèä, âêëþ÷à  áåëêè èëè ôðàãìåíòû
áåëêîâ, òàêèå êàê TrpRS èëè åãî àíòèàíãèîãåííûå ôðàãìåíòû, íàïðèìåð, ôðàãìåíòû T1 è
T2 TrpRS, êîòîðûå ïîäðîáíî îïèñàíû â íàõîä ùåéñ  â ïðîöåññå îäíîâðåìåííîãî
ðàññìîòðåíè  ïàòåíòíîé çà âêå ÑØÀ, ñîîáëàäàòåë ìè êîòîðîé  âë þòñ  çà âèòåëè, ñ
ñåðèéíûì No. 10/080839, îïèñàíèå êîòîðîé ïðèâåäåíî çäåñü â êà÷åñòâå ññûëêè â ïîëíîì
îáúåìå. Òðàíñôåöèðîâàííûå Lin- HSC, êîäèðóþùèå àíòèàíãèîãåííûé ïåïòèä ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ëå÷åíè  çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè,
ñâ çàííûõ ñ àíîìàëüíûì ðàçâèòèåì ñîñóäîâ, òàêèõ êàê äèàáåòè÷åñêà  ðåòèíîïàòè  è
ïîäîáíûå åé çàáîëåâàíè . Ïðåäïî÷òèòåëüíî, Lin- HSC  âë þòñ  êëåòêàìè ÷åëîâåêà.

Â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  òðàíñôåöèðîâàííûå Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò îïåðàáåëüíûé ãåí, êîäèðóþùèé íåéðîòðîôè÷åñêèé
àãåíò, òàêîé êàê ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ, íåéðîòðîôèí-3, íåéðîòðîôèí-4, íåéðîòðîôèí-5,
öèëèàðíûé íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð, íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð, ïðîèñõîä ùèé èç
ïèãìåíòíîãî ýïèòåëè  ñåò÷àòêè, èíñóëèíîïîäîáíûé ðîñòîâîé ôàêòîð, íåéðîòðîôè÷åñêèé
ôàêòîð, ïðîèñõîä ùèé èç ëèíèè ãëèàëüíûõ êëåòîê, íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð,
ïðîèñõîä ùèé èç ìîçãà, è òîìó ïîäîáíîå. Òàêèå íåéðîòðîôè÷åñêèå Lin- HSC ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñ  äë  ñòèìóë öèè çàùèòû íåðâíûõ êëåòîê ïðè äåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíè õ
íåðâíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè, òàêèõ êàê ãëàóêîìà è ïèãìåíòîçíûé ðåòèíèò, ïðè ëå÷åíèè
ïîâðåæäåíèé íåðâíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè è òîìó ïîäîáíîå. Ñîîáùàëîñü, ÷òî èìïëàíòàòû
öèëèàðíîãî íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ëå÷åíè  ïèãìåíòîçíîãî
ðåòèíèòà (ñìîòðè, Kirby et al. 2001, Mol Ther. 3(2):241-8; Farrar et al. 2002, EMBO
Journal 21:857-864). Íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð, ïîëó÷åííûé èç ìîçãà, êàê ñîîáùàþò,
ìîäóëèðóåò ãåíû, ñâ çàííûå ñ ðîñòîì, â ïîâðåæäåííûõ ãàíãëè õ ñåò÷àòêè (ñìîòðè,
Fournier, et al., 1997, J. Neurosci. Res. 47:561-572). Íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð,
ïîëó÷åííûé èç ëèíèè ãëèàëüíûõ êëåòîê, êàê ñîîáùàåòñ , ñíèæàåò äåãåíåðàöèþ
ôîòîðåöåïòîðîâ ïðè ïèãìåíòîçíîì ðåòèíèòå (ñìîòðè, McGee et al. 2001, Mol Ther. 4(6):
622-9).

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó âûäåëåíè  ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, âêëþ÷àþùèõ ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, èç êîñòíîãî ìîçãà ìëåêîïèòàþùåãî. Ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò
ñòàäèè (a) ýêñòðàãèðîâàíè  êîñòíîãî ìîçãà èç âçðîñëîé îñîáè ìëåêîïèòàþùåãî; (b)
îòäåëåíè  êîëè÷åñòâà ìîíîöèòîâ èç êîñòíîãî ìîçãà; (c) ìå÷åíè  ìîíîöèòîâ íàáîðîì
êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè ïðîòèâ îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðîòèâ àíòèãåíîâ ëèíèé
äèôôåðåíöèðîâêè, âûáðàííûõ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé CD2, CD3, CD4, CD11, CD11a, Mac-
1, CD14, CD16, CD19, CD24, CD33, CD36, CD38, CD45, Ly-6G (ìûøèíûé), TER-119
(ìûøèíûé), CD45RA, CD56, CD64, CD68, CD86 (B7.2), CD66b, àíòèãåí ëåéêîöèòîâ ÷åëîâåêà
DR (HLA-DR) è CD235a (ãëèêîôîðèí A); (d) óäàëåíè  ìîíîöèòîâ, êîòîðûå  âë þòñ 
ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè óêàçàííîãî îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ
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ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè èç ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ, è ïîëó÷åíè  ïîïóë öèè
ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùåé
ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, â êîòîðîé, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå
ïðèáëèçèòåëüíî 20% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò CD31.

Êîãäà Lin- HSC âûäåë þò èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ ëþäåé, ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ìîíîöèòû ìåò ò íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë äë  ëèíèé
äèôôåðåíöèðîâêè ïðîòèâ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè CD2, CD3,
CD4, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD33, CD38, CD45RA, CD64, CD68, CD86 (B7.2) è
CD235a. Êîãäà Lin- HSC âûäåë þò èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ ìûøåé, ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ìîíîöèòû ìåò ò íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè
ïðîòèâ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè CD3, CD11, CD45, Ly-6G è TER-
119.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì ñïîñîáå êëåòêè âûäåë þò èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ ëþäåé è,
äîïîëíèòåëüíî, îòäåë þò ëèíèþ äèôôåðåíöèðîâêè CD133. Â îäíîì èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
ñïîñîáîâ âûäåëåíè  Lin- HSC ïðåäóñìîòðåíà äîïîëíèòåëüíà  ñòàäè  ìå÷åíè  ìîíîöèòîâ
êîíúþãèðîâàííûì ñ áèîòèíîì àíòèòåëîì ïðîòèâ CD133 è ïîëó÷åíè  CD133 ïîçèòèâíîé
ïîïóë öèè Lin- HSC. Îáû÷íî ìåíåå ïðèáëèçèòåëüíî 30% òàêèõ êëåòîê ýêñïðåññèðóþò CD31
è ìåíåå ïðèáëèçèòåëüíî 30% òàêèõ êëåòîê ýêñïðåññèðóþò èíòåãðèí α6. CD133 ïîçèòèâíûå

ïîïóë öèè Lin- HSC ÷åëîâåêà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò íàïðàâëåííî
äîñòàâë òüñ  ê ìåñòàì ïåðèôåðè÷åñêîé óïðàâë åìîé èøåìèåé íåîâàñêóë ðèçàöèè ïðè
ââåäåíèè â ãëàçà, â êîòîðûõ íå âîçíèêàåò àíãèîãåíåç.

Â åùå îäíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì ñïîñîáå âûäåëåíè  Lin- HSC ÷åëîâåêà ïðåäóñìîòðåíû
äîïîëíèòåëüíûå ñòàäèè ìå÷åíè  ìîíîöèòîâ êîíúþãèðîâàííûì ñ áèîòèíîì àíòèòåëîì
ïðîòèâ CD133, óäàëåíè  CD133 ïîçèòèâíûõ êëåòîê è ïîëó÷åíè  CD133 íåãàòèâíîé
ïîïóë öèè Lin- HSC. Îáû÷íî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 50% òàêèõ êëåòîê
ýêñïðåññèðóþò CD31 è ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 50% òàêèõ êëåòîê ýêñïðåññèðóþò
èíòåãðèí α6. CD133 íåãàòèâíûå ïîïóë öèè Lin- HSC ÷åëîâåêà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ìîãóò âêëþ÷àòüñ  â ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü ïðè ââåäåíèè â ãëàçà, â êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò àíãèîãåíåç.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ëå÷åíè  ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé ñ
àíãèîãåíåçîì ïóòåì ââåäåíè  òðàíñôåöèðîâàííûõ êëåòîê Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ñ ïîìîùüþ èíúåêöèè êëåòîê â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà. Òàêèå
òðàíñôåöèðîâàííûå êëåòêè Lin- HSC âêëþ÷àþò Lin- HSC, òðàíñôåöèðîâàííûå
òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûì ãåíîì, òàêèì êàê ãåí, êîäèðóþùèé àíòèàíãèîãåííûé èëè
íåéðîòðîôè÷åñêèé ïðîäóêò ãåíà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, òðàíñôåöèðîâàííûå êëåòêè Lin- HSC
ïðåäñòàâë þò ñîáîé êëåòêè ÷åëîâåêà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 1×105 êëåòîê Lin- HSC èëè
òðàíñôåöèðîâàííûõ êëåòîê Lin- HSC ââîä ò ïóòåì èíúåêöèè â ñòåêëîâèäíîå òåëî â ãëàç
ìëåêîïèòàþùåãî, ñòðàäàþùåãî äåãåíåðàòèâíûì çàáîëåâàíèåì ñåò÷àòêè. Êîëè÷åñòâî
êëåòîê äë  ââåäåíè  ìîæåò çàâèñåòü îò ñòåïåíè äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, âîçðàñòà
ìëåêîïèòàþùåãî è äðóãèõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå äîëæíû áûòü î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòó â
îáëàñòè ëå÷åíè  çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè. Lin- HSC ìîãóò áûòü ââåäåíû îäíîêðàòíîé äîçîé
èëè ìíîãîêðàòíûì ââåäåíèåì äîç â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè, îïðåäåëåííîãî âðà÷îì,
íàáëþäàþùèì çà ëå÷åíèåì.

Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ëå÷åíè  ïîâðåæäåíèé
ñåò÷àòêè è äåôåêòîâ ñåò÷àòêè, ñâ çàííûõ ñ ðàçðûâàìè èëè äåãåíåðàöèåé ñîñóäèñòîé ñåòè
ñåò÷àòêè èëè äåãåíåðàöèåé íåðâíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè. Lin- HSC ÷åëîâåêà òàêæå ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñ  äë  ñîçäàíè  ëèíèè ãåíåòè÷åñêè èäåíòè÷íûõ êëåòîê, ò.å. êëîíîâ äë 
ïðèìåíåíè  â ðåãåíåðàòèâíîì èëè ðåïàðàòèâíîì ëå÷åíèè ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè, à
òàêæå äë  ëå÷åíè  èëè óëó÷øåíè  ñîñòî íè  ïðè äåãåíåðàöèè íåðâíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè.
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Ïðèìåð 1. Âûäåëåíèå è îáîãàùåíèå êëåòîê; ïîëó÷åíèå ïîïóë öèé A è B Lin- HSC
ìûøè

Îáùà  ïðîöåäóðà. Âñå îöåíêè in vivo ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ïðàâèëàìè ïî óõîäó
è ïðèìåíåíèþ ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ NIH, è âñå ïðîöåäóðû ïî îöåíêå áûëè
ñàíêöèîíèðîâàíû ñåðòèôèêàòàìè Êîìèññèè ïî óõîäó è ïðèìåíåíèþ æèâîòíûõ
èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà (TSRI, La Jolla, CA). Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà
ýêñòðàãèðîâàëè èç B6.129S7-Gtrosa26, Tie-2GFP, ACTbEGFP, FVB/NJ (rd/rd ìûøåé) èëè
âçðîñëûõ ìûøåé Balb/cBYJ (The Jackson Laboratory, ME).

Ïîñëå ýòîãî îòäåë ëè ìîíîöèòû ïóòåì ðàçäåëåíè  â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñ
ïðèìåíåíèåì ïîëèñàõàðîçíîãî ãðàäèåíòà HISTOPAQUE® (Sigma, St. Louis, MO) è
ìåòèëè íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè (CD45,
CD3, Ly-6G, CD11, TER-119, Pharmingen, San Diego, CA) äë  ñåëåêöèè Lin- ó ìûøè. Êëåòêè
ïîçèòèâíîé (Lin+) ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè îòäåë ëè è óäàë ëè èç Lin- HSC ñ ïîìîùüþ
îáîðóäîâàíè  äë  ìàãíèòíîãî ðàçäåëåíè  (ñîðòåð AUTOMACSTM, Miltenyi Biotech,
Auburn, CA). Ïîëó÷åííóþ ïîïóë öèþ Lin- HSC, ñîäåðæàùóþ ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-
ïðåäøåñòâåííèêè, äîïîëíèòåëüíî õàðàêòåðèçîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà
FACSTM Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) ñ ïðèìåíåíèåì ñëåäóþùèõ
àíòèòåë: êîíúþãèðîâàííîãî ñ PE Sca-1, c-kit, KDR è CD31 (Pharmingen, San Diego, CA).
Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà Tie-2-GFP ïðèìåí ëè äë  õàðàêòåðèñòèêè Tie-2.

Äë  ïîëó÷åíè  ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âçðîñëîé ìûøè òêàíü ìåçåíòåðè  õèðóðãè÷åñêè
óäàë ëè èç ìûøè ACTbEGFP è ïîìåùàëè â êîëëàãåíàçó (Worthington, Lakewood, NJ) äë 
ïåðåâàðèâàíè  òêàíè ñ ïîñëåäóþùèì ôèëüòðîâàíèåì ñ ïðèìåíåíèåì ôèëüòðà 45 ìêì.
Ïðîøåäøèé ìàòåðèàë ñîáèðàëè è èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ðîñòà ýíäîòåëè  (Clonetics, San
Diego, CA). Ýíäîòåëèàëüíûå ñâîéñòâà áûëè ïîäòâåðæäåíû îáíàðóæåíèåì êóáè÷åñêîé
ìîðôîëîãèè, îêðàñêîé mAb ïðîòèâ CD31 (Pharmingen) è èññëåäîâàíèåì êóëüòóð íà ïðåäìåò
îáðàçîâàíè  òðóá÷àòî-ïîäîáíûõ ñòðóêòóð â ìàòðèêñå MATRIGELTM (Beckton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ).

Ïîïóë öè  A Lin- HSC ìûøè. Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ýêñòðàãèðîâàëè èç ìûøåé
ACTbEGFP â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåé ïðîöåäóðîé, îïèñàííîé âûøå. Êëåòêè Lin- HSC
õàðàêòåðèçîâàëè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèåé FACS ïî àíòèãåííûì ìàðêåðàì êëåòî÷íîé
ïîâåðõíîñòè CD31, c-kit, Sca-1, Flk-1 è Tie-2. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà ôèã. 1c.
Ïðèáëèçèòåëüíî 81% Lin- HSC ýêñïîíèðóþò ìàðêåð CD31, ïðèáëèçèòåëüíî 70,5% Lin- HSC
ýêñïîíèðóþò ìàðêåð c-kit, ïðèáëèçèòåëüíî 4% Lin- HSC ýêñïîíèðóþò ìàðêåð Sca-1,
ïðèáëèçèòåëüíî 2,2% Lin- HSC ýêñïîíèðóþò ìàðêåð Flk-1 è ïðèáëèçèòåëüíî 0,91% Lin- HSC
ýêñïîíèðóþò ìàðêåð Tie-2. Íàïðîòèâ, Lin+ HSC, êîòîðûå áûëè âûäåëåíû èç äàííûõ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà, îáëàäàëè â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îòëè÷íûì ïðîôèëåì ìàðêåðîâ êëåòêè (ò.å.
CD31: 37,4%; c-kit: 20%; Sca-1: 2,8%; Flk-: 0,05%).

Ïîïóë öè  B Lin- HSC ìûøè. Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ýêñòðàãèðîâàëè èç ìûøåé Balb/C,
ACTbEGFP è C3H â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåé ïðîöåäóðîé, îïèñàííîé âûøå. Êëåòêè Lin- HSC
àíàëèçèðîâàëè íà íàëè÷èå ìàðêåðîâ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè (Sca-1, KDR, c-kit, CD34,
CD31 è ðàçëè÷íûõ èíòåãðèíîâ: α1, α2, α3, α4, α5, α6, αM, αV, αX, αIIb, β1, β4, β3, β4, β5 è β7).
Ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû â òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1. Õàðàêòåðèñòèêà ïîïóë öèè B Lin - HSC

Ìàðêåð êëåòîê Lin- HSC

α1 0,10

α2 17,57

α3 0,22

α4 89,39

α5 82,47

α6 77,70

αL 62,69

αM 35,84
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αX 3,98

αV 33,64

αIIb 0,25

β1 86,26

β2 49,07

β3 45,70

β4 0,68

β5 9,44

β7 11,25

CD31 51,76

CD34 55,83

Flk-1/KDR 2,95

c-kit(CD117) 74,42

Sca-1 7,54

Ïðèìåð 2. Ââåäåíèå êëåòîê â ñòåêëîâèäíîå òåëî â ìûøèíîé ìîäåëè.
Â âåêå ìûøè äåëàëè íàäðåç ñ ïîìîùüþ òîíêîãî ëåçâè  äë  ýêñïîçèöèè ãëàçíîãî  áëîêà

ñ P2 ïî P6. Ïîïóë öèþ A íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ (ïðèáëèçèòåëüíî 105 êëåòîê â ïðèáëèçèòåëüíî îò 0,5 ìêë äî ïðèáëèçèòåëüíî
1 ìêë ñðåäû êëåòî÷íîé êóëüòóðû) ââîäèëè çàòåì â ñòåêëîâèäíîå òåëî ñ ïîìîùüþ øïðèöà ñ
èãëîé 33 ðàçìåðà (Hamilton, Reno, NV).

Ïðèìåð 3. Òðàíñôåêöè  EPC.
Lin- HSC ìûøè (ïîïóë öè  A) òðàíñôåöèðîâàëè ÄÍÊ, êîäèðóþùåé ôðàãìåíò T2 TrpRS è

âêëþ÷àþùåé òàêæå ìåòêó His6 (SEQ ID NO: 1, ôèã. 7), ñ ïðèìåíåíèåì ðåàãåíòà
òðàíñôåêöèè FuGENETM6 (Roche, Indianapolis, IN) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåë .
Êëåòêè Lin- HSC (ïðèáëèçèòåëüíî 106 êëåòîê íà ìë) ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå opti-MEM®
(Invitrogen, Carlsbad, CA), ñîäåðæàùåé ôàêòîð ñòâîëîâûõ êëåòîê (PeproTech, Rocky
Hill, NJ). Çàòåì äîáàâë ëè ñìåñü ÄÍÊ (ïðèáëèçèòåëüíî 1 ìêã) è ðåàãåíòà FuGENE
(ïðèáëèçèòåëüíî 3 ìêë), è ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè ïðèáëèçèòåëüíî 37°Ñ â òå÷åíèå
ïðèáëèçèòåëüíî 18 ÷àñîâ. Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè è ñîáèðàëè. Ñòåïåíü
òðàíñôåêöèè â äàííîé ñèñòåìå ñîñòàâë ëà ïðèáëèçèòåëüíî 17%, ÷òî áûëî ïîäòâåðæäåíî
àíàëèçîì FACS. Ïðîäóêöè  T2 áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòòèíãà.
Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìå÷åíîãî His6 T2-TrpRS ïîêàçàíà êàê SEQ ID NO: 2,
ôèã. 8.

Ïðèìåð 4. Èììóíîãèñòîõèìè  è êîíôîêàëüíûé àíàëèç.
Ñåò÷àòêè ìûøåé áðàëè â ðàçëè÷íûå ìîìåíòû âðåìåíè è ïîäãîòàâëèâàëè ëèáî äë 

ìîíòèðîâàíè  öåëèêîì, ëèáî äë  ïîëó÷åíè  êðèîñðåçîâ. Äë  ìîíòèðîâàíè  öåëèêîì
ñåò÷àòêè ôèêñèðîâàëè 4% ïàðàôîðìàëüäåãèäîì è áëîêèðîâàëè â 50% ñûâîðîòêå ïëîäîâ
òåë ò (FBS) è 20% íîðìàëüíîé ñûâîðîòêå êîçû â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ñåò÷àòêè îáðàáàòûâàëè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè è ïðî âë ëè âòîðè÷íûìè
àíòèòåëàìè. Ïðèìåíåííûìè â êà÷åñòâå ïåðâè÷íûõ áûëè: àíòè-êîëëàãåí IV (Chemicon,
Temecula, CA, àíòè-β-gal (Promega, Madison, WI), àíòè-GFAP (Dako Cytomation,
Carpenteria, CA), àíòè-α-àêòèí ãëàäêèõ ìûøö (α-SMA, Dako Cytomation). Ïðèìåíåííûå
âòîðè÷íûå àíòèòåëà áûëè êîíúþãèðîâàíû ëèáî ñ Alexa 488, ëèáî 594 ôëóîðåñöåíòíûìè
ìàðêåðàìè (Molecular Probes, Eugene, OR). Èçîáðàæåíè  ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà MRC 1024 (Bio-Rad, Hercules, CA). Òðåõìåðíûå èçîáðàæåíè 
ñîçäàâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû LASERSHARP® (Bio-Rad) äë  îöåíêè òðåõ
ðàçëè÷íûõ ñëîåâ ðàçâèòè  ñîñóäîâ â ìîíòèðîâàííîé öåëèêîì ñåò÷àòêå. Äë  ñîçäàíè  3D
èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ðàçíèöó â ïèêñåëüíîé èíòåíñèâíîñòè GFP ìåæäó ìûøàìè
(eGFP) ñ óâåëè÷åííûì GFP è ìûøàìè GFAP/wtGFP.

Ïðèìåð 5. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç àíãèîãåíåçà ñåò÷àòêè ó ìûøåé in vivo.
Äë  àíàëèçà T2-TrpRS ïî òðåõìåðíûì èçîáðàæåíè ì ñåò÷àòîê ìûøåé ðåêîíñòðóèðîâàëè

ïåðâè÷íîå è ãëóáîêîå ñïëåòåíè . Ïåðâè÷íîå ñïëåòåíèå äåëèëè íà äâå êàòåãîðèè:
íîðìàëüíîå ðàçâèòèå èëè çàäåðæàííà  ïðîãðåññè  ñîñóäîâ. Êàòåãîðèè èíãèáèðîâàíè 
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ðàçâèòè  ãëóáîêèõ ñîñóäîâ èñòîëêîâûâàëè íà îñíîâàíèè ïðîöåíòà èíãèáèðîâàíè  ñîñóäîâ,
âêëþ÷à  ñëåäóþùèå êðèòåðèè: ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå îáðàçîâàíè  ãëóáîêîãî ñïëåòåíè 
îáîçíà÷àëè êàê «ïîëíîå», íîðìàëüíîå ðàçâèòèå ñîñóäîâ (âêëþ÷à  èíãèáèðîâàíèå ìåíåå
÷åì íà 25%) îáîçíà÷àëè êàê «íîðìàëüíîå», à îñòàëüíîå îáîçíà÷àëè êàê «÷àñòè÷íîå». Äë 
ïîëó÷åíè  âûõîäíûõ äàííûõ äë  ìûøåé rd/rd ôèêñèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îáúåêòèâà 10x
÷åòûðå îòäåëüíûå îáëàñòè ãëóáîêîãî ñïëåòåíè  â êàæäîé ìîíòèðîâàííîé öåëèêîì
ñåò÷àòêå. Îáùóþ äëèíó ñîñóäèñòîãî ðóñëà ðàññ÷èòûâàëè äë  êàæäîãî èçîáðàæåíè ,
ñóììèðîâàëè è ñðàâíèâàëè ìåæäó ãðóïïàìè. Äë  ïîëó÷åíè  òî÷íîé èíôîðìàöèè Lin- HSC
ââîäèëè â îäèí ãëàç, à Lin+ HSC â äðóãîé ãëàç òîé æå ñàìîé ìûøè. Êîíòðîëüíûå ñåò÷àòêè
áåç ââåäåíè  áðàëè èç òîãî æå âûâîäêà.

Ïðèìåð 6. Ìûøèíûå ìîäåëè ïîâðåæäåíè  ñåò÷àòêè ó âçðîñëûõ îñîáåé.
Áûëè ñîçäàíû ëàçåðíà  è ðàíåâà  ìîäåëè ñ ïðèìåíåíèåì ëèáî äèîäíîãî ëàçåðà (150

ìâò, 1 ñåêóíäà, 50 ìì), ëèáî ìåõàíè÷åñêîãî ïðîêàëûâàíè  ñåò÷àòêè ìûøè èãëîé 27
ðàçìåðà. ×åðåç ï òü äíåé ïîñëå íàíåñåíè  òðàâìû ââîäèëè êëåòêè ñ ïîìîùüþ ñïîñîáà
ââåäåíè  â ñòåêëîâèäíîå òåëî. ×åðåç ï òü äíåé îò ìûøåé ïîëó÷àëè ãëàçà.

Ïðèìåð 7. Íåéðîòðîïíà  çàùèòà ïðè ðåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè.
Áåðóùèå íà÷àëî èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîé ìûøè ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè

íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè (Lin- HSC) îáëàäàþò âàñêóëîòðîïíûì è íåéðîòðîïíûì
çàùèòíûì äåéñòâèåì â ìûøèíîé ìîäåëè äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè. Â ñòåêëîâèäíîå òåëî
ïðàâîãî ãëàçà 10-äíåâíûõ ìûøåé ââîäèëè ïðèáëèçèòåëüíî 0,5 ìèêðîëèòðîâ, ñîäåðæàùèõ
ïðèáëèçèòåëüíî 105 Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, è ÷åðåç 2 ìåñ öà ïðîèçâîäèëè
îöåíêó íà íàëè÷èå ñîñóäèñòîé ñåòè è êîëè÷åñòâî  äåð íåéðîíàëüíîãî ñëî  ñåò÷àòêè. Â
ëåâûé ãëàç òåõ æå ìûøåé ââîäèëè ïðèáëèçèòåëüíî òàêîå æå êîëè÷åñòâî Lin+ HSC â
êà÷åñòâå êîíòðîë , è èõ îöåíèâàëè ñõîäíûì îáðàçîì. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 9, â ãëàçàõ,
îáðàáîòàííûõ Lin- HSC, ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè âûãë äåëà ïî÷òè íîðìàëüíîé,
âíóòðåííèé  äåðíûé ñëîé áûë ïî÷òè íîðìàëüíûì, à íàðóæíûé  äåðíûé ñëîé (ONL)
ñîäåðæàë îò ïðèáëèçèòåëüíî 3 äî ïðèáëèçèòåëüíî 4 ñëîåâ  äåð. Íàïðîòèâ, â
êîíòðàëàòåðàëüíîì ãëàçå, îáðàáîòàííîì Lin+ HSC, èìåëñ  çàìåòíî àòðîôè÷íûé ñðåäíèé
ñîñóäèñòûé ñëîé ñåò÷àòêè, ïîëíîñòüþ àòðîôè÷íûé íàðóæíûé ñîñóäèñòûé ñëîé ñåò÷àòêè;
âíóòðåííèé  äåðíûé ñëîé áûë çàìåòíî àòðîôè÷íûì, à íàðóæíûé  äåðíûé ñëîé áûë
ïîëíîñòüþ óòðà÷åí. Ýòî áûëî äðàìàòè÷åñêè èëëþñòðèðîâàíî ó ìûøè 3 è ìûøè 5. Ó ìûøè 1
íå áûëî ýôôåêòà çàùèòû, è ýòî áûëî õàðàêòåðíî äë  ïðèáëèçèòåëüíî 15% ìûøåé ñ
ââåäåíèåì.

Ïðè îöåíêå ôóíêöèè çðåíè  ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîðåòèíîãðàììû (ERG) âîññòàíîâëåíèå
ïîçèòèâíîé ERG íàáëþäàëàñü, êîãäà íàáëþäàëàñü è ñîñóäèñòà , è íåéðîíàëüíà  çàùèòà
(ìûøè 3 è 5). Ïîçèòèâíà  ERG íå íàáëþäàëàñü, êîãäà íå ïðîèñõîäèëà ñîñóäèñòà  èëè
íåéðîíàëüíà  çàùèòà (ìûøü 1). Äàííà  êîððåë öè  ìåæäó ñîñóäèñòîé è íåéðîòðîïíîé
çàùèòîé ãëàç ìûøåé rd/rd ïîä äåéñòâèåì Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
èëëþñòðèðóåòñ  ãðàôèêîì ðåãðåññèîííîãî àíàëèçà, ïîêàçàííûì íà ôèã. 10. Êîððåë öè 
ìåæäó íåéðîíàëüíûì (îñü y) è ñîñóäèñòûì (îñü x) âîññòàíîâëåíèåì íàáëþäàëàñü äë 
ñîñóäèñòîé ñåòè ïðîìåæóòî÷íîãî òèïà (r=0,45) è äë  ãëóáîêîé ñîñóäèñòîé ñåòè (r=0,67).

Íà ôèã. 11 ïîêàçàíî îòñóòñòâèå ñêîëü-ëèáî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîé êîððåë öèè ìåæäó
ñîñóäèñòîé è íåéðîíàëüíîé çàùèòîé ïîä äåéñòâèåì Lin+ HSC. Ñîñóäèñòóþ çàùèòó
îöåíèâàëè êîëè÷åñòâåííî, è ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ôèãóðå 12. Äàííûå äë  ìûøåé
÷åðåç 1 ìåñ ö (1M), 2 ìåñ öà (2M) è 6 ìåñ öåâ (6M) ïîñëå ââåäåíè , ïîêàçàííûå íà ôèã.
12, ïîêàçûâàþò, ÷òî äëèíà ñîñóäèñòîé ñåòè çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëà â ãëàçàõ,
îáðàáîòàííûõ Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ (òåìíûå ñòîëáèêè) ïî ñðàâíåíèþ ñ
äëèíîé ñîñóäèñòîé ñåòè â íåîáðàáîòàííûõ ãëàçàõ òåõ æå ìûøåé (ñâåòëûå ñòîëáèêè), â
îñîáåííîñòè ÷åðåç 1 ìåñ ö è 2 ìåñ öà ïîñëå ââåäåíè . Ýôôåêò íåéðîòðîïíîé çàùèòû
êîëè÷åñòâåííî îöåíèâàëè ïîäñ÷åòîì  äåð âî âíóòðåííåì è íàðóæíîì  äåðíûõ ñëî õ ÷åðåç
ïðèáëèçèòåëüíî äâà ìåñ öà ïîñëå ââåäåíè  Lin- HSC èëè Lin+ HSC. Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû íà ôèãóðàõ 13 è 14.
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Ïðèìåð 8. Ïîïóë öè  Lin- HSC ÷åëîâåêà.
Êëåòêè êîñòíîãî ìîçãà ýêñòðàãèðîâàëè èç çäîðîâûõ âçðîñëûõ äîáðîâîëüöåâ ñ ïîìîùüþ

îáùåé ïðîöåäóðû, îïèñàííîé âûøå. Ïîñëå ýòîãî ìîíîöèòû îòäåë ëè ðàçäåëåíèåì â
ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñ ïðèìåíåíèåì ãðàäèåíòà ïîëèñàõàðîçû HISTOPAQUE® (Sigma, St.
Louis, MO). Äë  âûäåëåíè  ïîïóë öèè Lin- HSC èç ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà
÷åëîâåêà ïðèìåí ëè ñëåäóþùóþ ïàíåëü êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé
äèôôåðåíöèðîâêè ñ ñèñòåìîé ìàãíèòíîãî ðàçäåëåíè  (ñîðòåð AUTOMACSTM, Miltenyi
Biotech, Auburn, CA): CD2, CD3, CD4, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD33, CD38,
CD45RA, CD64, CD68, CD86, CD235a (Pharmingen).

Ïîïóë öèþ Lin- HSC ÷åëîâåêà çàòåì ðàçäåë ëè íà äâå ñóáïîïóë öèè íà îñíîâàíèè
ýêñïðåññèè CD133. Êëåòêè ìåòèëè êîíúþãèðîâàííûìè ñ áèîòèíîì àíòèòåëàìè ïðîòèâ
CD133 è ðàçäåë ëè íà CD133 ïîçèòèâíóþ è CD133 íåãàòèâíóþ ñóáïîïóë öèè.

Ïðèìåð 9. Ââåäåíèå â ñòåêëîâèäíîå òåëî êëåòîê ÷åëîâåêà è ìûøè â ìûøèíûõ
ìîäåë õ äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè.

Â êà÷åñòâå ìîäåëåé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ïðèìåí ëè ëèíèè ìûøåé C3H/HeJ,
C3SnSmn.CB17-Prkdc SCID è rd10. Ìûøè C3H/HeJ è C3SnSmn.CB17-Prkdc SCID (The
Jackson Laboratory, Maine) áûëè ãîìîçèãîòíûìè â îòíîøåíèè ìóòàöèè äåãåíåðàöèè
ñåò÷àòêè (rd1), ìóòàöèè, êîòîðà  âûçûâàåò ðàííåå íàñòóïëåíèå ò æåëîé äåãåíåðàöèè
ñåò÷àòêè. Ìóòàöè  ëîêàëèçóåòñ  â ýêçîíå 7 ãåíà Pde6b, êîäèðóþùåãî β ñóáúåäèíèöó
ôîñôîäèýñòåðàçû öÃÌÔ ôîòîðåöåïòîðà ïàëî÷åê. Ìóòàöè  äàííîãî ãåíà áûëà îáíàðóæåíà
ó áîëüíûõ ëþäåé ñ àóòîñîìíûì ðåöåññèâíûì ïèãìåíòîçíûì ðåòèíèòîì (RP). Ìûøè
C3SnSmn.CB17-Prkdc SCID òàêæå  âë þòñ  ãîìîçèãîòíûìè â îòíîøåíèè ñïîíòàííîé
ìóòàöèè ò æåëîãî ñî÷åòàííîãî èììóíîäåôèöèòà (Prkdc SCID), è èõ ïðèìåí ëè äë 
ýêñïåðèìåíòîâ ïî ïåðåñàäêå êëåòîê ÷åëîâåêà. Äåãåíåðàöè  ñåò÷àòêè ó ìûøåé rd10
âûçûâàåòñ  ìóòàöèåé â ýêçîíå 13 ãåíà Pde6b. Îíà òàêæå  âë åòñ  êëèíè÷åñêè áëèçêîé
ìîäåëüþ RP ïðè áîëåå ïîçäíåì íàñòóïëåíèè è áîëåå óìåðåííîé äåãåíåðàöèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ rd1/rd1. Âñå îöåíêè ïðîèçâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Ïðàâèëàìè ïî óõîäó è
ïðèìåíåíèþ ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ NIH, è âñå ïðîöåäóðû áûëè ñàíêöèîíèðîâàíû
ñåðòèôèêàòàìè Êîìèññèè ïî óõîäó è ïðèìåíåíèþ æèâîòíûõ èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà.

Â âåêå ìûøè äåëàëè íàäðåç ñ ïîìîùüþ òîíêîãî ëåçâè  äë  ýêñïîçèöèè ãëàçíîãî  áëîêà
ñ P2 ïî P6. Êëåòêè íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè HSC ïîïóë öèè A ìûøè èëè
ïîïóë öèè C ÷åëîâåêà (ïðèáëèçèòåëüíî 105 êëåòîê â ïðèáëèçèòåëüíî îò 0,5 ìêë äî
ïðèáëèçèòåëüíî 1 ìêë ñðåäû êëåòî÷íîé êóëüòóðû) ââîäèëè çàòåì â ñòåêëîâèäíîå òåëî
ãëàçà ìûøè ñ ïîìîùüþ øïðèöà ñ èãëîé 33 ðàçìåðà (Hamilton, Reno, NV). Äë  âèçóàëèçàöèè
ââåäåííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà êëåòêè ìåòèëè êðàñèòåëåì (Cell tracker green CMFDA,
Molecular Probes) ïåðåä ââåäåíèåì.

Ñåò÷àòêè áðàëè â ðàçëè÷íûå ìîìåíòû âðåìåíè è ôèêñèðîâàëè 4% ïàðàôîðìàëüäåãèäîì
(PFA) è ìåòàíîëîì ñ ïîñëåäóþùèì áëîêèðîâàíèåì â 50% FBS/20% NGS â òå÷åíèå îäíîãî
÷àñà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äë  îêðàøèâàíè  ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè èíêóáèðîâàëè
ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD31 (Pharmingen) è ïðîòèâ êîëëàãåíà IV (Chemicon) è çàòåì ñ
êîíúþãèðîâàííûìè ñ Alexa 488 èëè 594 âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè (Molecular Probes, Eugene,
Oregon). Ñåò÷àòêè ðàñêëàäûâàëè ïëîñêî ñ ÷åòûðüì  ðàäèàëüíûìè ðàññëàáë þùèìè
íàäðåçàìè äë  ïîëó÷åíè  ìîíòèðîâàííîãî öåëèêîì ïðåïàðàòà. Èçîáðàæåíè  ñîñóäèñòîé
ñåòè â ñîñóäèñòûõ ñïëåòåíè õ ïðîìåæóòî÷íîé èëè ãëóáîêîé ñåò÷àòêè (ñìîòðè Dorrell et
al. 2002 Invest Ophthalmol. Vis. Sci. 43:3500-3510) ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà Radiance MP2100 è ïðîãðàììû LASERSHARP® (Biorad, Hercules,
California). Äë  êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ñîñóäèñòîé ñåòè èç ñðåäíåé ÷àñòè
ïðîìåæóòî÷íîãî èëè ãëóáîêîãî ñëîåâ ñëó÷àéíûì îáðàçîì îòáèðàëè ÷åòûðå íåçàâèñèìûõ
ïîë  (900 ìêì x 900 ìêì) è èçìåð ëè îáùóþ äëèíó ñîñóäèñòîé ñåòè ñ ïðèìåíåíèåì
àíàëèçèðóþùåé ïðîãðàììû LASERPIX® (Biorad). Äë  ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà ïðèìåí ëè
îáùóþ äëèíó äàííûõ ÷åòûðåõ ïîëåé â îäíîì è òîì æå ñïëåòåíèè.

Ïëîñêî ìîíòèðîâàííûå ñåò÷àòêè ïîâòîðíî çàêëþ÷àëè äë  ïîëó÷åíè  êðèîñòàòíûõ
ñðåçîâ. Ñåò÷àòêè ïîìåùàëè â 4% PFA íà íî÷ü ñ ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé ñ 20% ñàõàðîçîé.
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Ñåò÷àòêè çàêëþ÷àëè â ñîåäèíåíèå äë  ïîëó÷åíè  ñðåçîâ ïðè îïòèìàëüíîé òåìïåðàòóðå
(OCT: Tissue-Tek; Sakura FineTech, Torrance, CA). Êðèîñòàòíûå ñðåçû (10 ìêì) ïîâòîðíî
ãèäðàòèðîâàëè â ÇÔÐ, ñîäåðæàùåì  äåðíûé êðàñèòåëü DAPI (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri). Êîíôîêàëüíà  ìèêðîñêîïè  âêëþ÷àëà ìå÷åíûå DAPI  äåðíûå èçîáðàæåíè  òðåõ
ðàçëè÷íûõ îáëàñòåé (øèðèíîé 280 ìêì, áåñïðèñòðàñòíûé âûáîð) íà îäíîì ñðåçå, êîòîðûé
ñîäåðæàë ãîëîâíóþ ÷àñòü çðèòåëüíîãî íåðâà è âñþ ïåðèôåðè÷åñêóþ ñåò÷àòêó. Äë  àíàëèçà
ïîäñ÷èòûâàëè è ñóììèðîâàëè êîëè÷åñòâî  äåð, ëîêàëèçîâàííûõ â ONL òðåõ íåçàâèñèìûõ
ïîëåé îäíîãî ñðåçà. Äë  îöåíêè âçàèìîñâ çè ìåæäó äëèíîé ñîñóäèñòîé ñåòè â ãëóáîêîì
ñïëåòåíèè è êîëè÷åñòâîì  äåð â ONL ïðîâîäèëè ïðîñòîé àíàëèç ëèíåéíîé ðåãðåññèè.

Ïîñëå àäàïòàöèè ê òåìíîòå â òå÷åíèå íî÷è ìûøåé àíåñòåçèðîâàëè âíóòðèáðþøèííîé
èíúåêöèåé 15 ìêã/ã êåòàìèíà è 7 ìêã/ã êñèëàçèíà. Ýëåêòðîðåòèíîãðàììû (ERG) çàïèñûâàëè
ñ ïîâåðõíîñòè ðîãîâèöû êàæäîãî ãëàçà ïîñëå ðàñøèðåíè  çðà÷êà (1% àòðîïèíñóëüôàò) ñ
ïðèìåíåíèåì ýëåêòðîäà äë  ðîãîâèöû â âèäå çîëîòîé ïåòëè ñ ýëåêòðîäîì ñðàâíåíè  âî ðòó
è çàçåìë þùèì ýëåêòðîäîì íà õâîñòå. Èìïóëüñû ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ Grass Photic
Stimulator (PS33 Plus, Grass Instruments, Quincy, MA), ïîäñîåäèíåííîãî ê âûõîäó
âûñîêîýôôåêòèâíîãî îòðàæàòåë  Ãàíñôåëüäà. Çàïèñûâàëè îòâåòû ïàëî÷åê íà
êîðîòêîâîëíîâûå (Wratten 47 A; λmax = 470 íì) âñïûøêè ñâåòà â äèàïàçîíå èíòåíñèâíîñòè

âïëîòü äî ìàêñèìàëüíî äîïóñòèìîé äë  ôîòîñòèìóë òîðà (0,668 ñâ⋅ñåê/ì2). Ñèãíàëû
îòâåòà óñèëèâàëè (óñèëèòåëü CP511 AC, Grass Instruments), îöèôðîâûâàëè (PCI-1200,
National Instruments, Austin, TX) è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðà. Êàæäà  ìûøü
ñëóæèëà â êà÷åñòâå ñâîåãî ñîáñòâåííîãî âíóòðåííåãî êîíòðîë  ñ ERG, çàïèñûâàåìûõ è ñ
îáðàáîòàííîãî, è ñ íåîáðàáîòàííîãî ãëàç. Äë  íàèáîëåå ñëàáûõ ñèãíàëîâ óñðåäí ëè äî
100 êðèâûõ. Óñðåäíåííûå îòâåòû íåîáðàáîòàííîãî ãëàçà âðó÷íóþ âû÷èòàëè èç îòâåòîâ
îáðàáîòàííîãî ãëàçà, è äàííóþ ðàçíèöó â ñèãíàëå èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
ôóíêöèîíàëüíîé çàùèòû.

Äë  îöåíêè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåò÷àòêè, íàïðàâë åìîé Lin- HSC, ïðèìåí ëè àíàëèç ñ
ìèêðîìàòðèöàìè. Ìûøàì íà P6 rd/rd ââîäèëè ëèáî Lin-, ëèáî CD31- HSC. Ñåò÷àòêó äàííûõ
ìûøåé ÷åðåç 40 äíåé ïîñëå ââåäåíè  èññåêàëè â ñâîáîäíîé îò ÐÍÊàçû ñðåäå (â äàííûé
ìîìåíò âðåìåíè ïîñëå ââåäåíè  çàùèòû ñîñóäèñòîé ñåòè è ôîòîðåöåïòîðíîãî ñëî 
ñåò÷àòêè  âë åòñ  î÷åâèäíûì). Îäèí êâàäðàíò èç êàæäîé ñåò÷àòêè àíàëèçèðîâàëè
ìîíòèðîâàíèåì öåëèêîì äë  ãàðàíòèè òîãî, ÷òî áûëè äîñòèãíóòû íàïðàâëåííà  äîñòàâêà
HSC è ñîñóäèñòà  è íåéðîíàëüíà  çàùèòà. ÐÍÊ èç ñåò÷àòîê ñ óñïåøíûì ââåäåíèåì
î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ òðèçîëà (Life Technologies, Rockville, MD), ôåíîë/õëîðîôîðìíîãî
ïðîòîêîëà âûäåëåíè  ÐÍÊ. ÐÍÊ ãèáðèäèçîâàëè ñ ÷èïàìè Affymetrix Mu74Av2, è ýêñïðåññèþ
ãåíîâ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû GENESPRING® (SiliconGenetics, Redwood
City, CA). Î÷èùåííûå HSC ÷åëîâåêà èëè ìûøè ââîäèëè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ìûøåé íà P6.
Íà P45 ñåò÷àòêè âûðåçàëè è îáúåäèí ëè âî ôðàêöèè 1) ââåäåííûõ HSC ÷åëîâåêà ñ
çàùèùåííûìè ñåò÷àòêàìè ìûøåé, 2) ââåäåííûõ HSC ÷åëîâåêà ñ íåçàùèùåííûìè
ñåò÷àòêàìè ìûøåé è 3) ââåäåííûõ HSC ìûøè ñ çàùèòíûìè ñåò÷àòêàìè ìûøåé äë  î÷èñòêè
ÐÍÊ è ãèáðèäèçàöèè ñî ñïåöèôè÷íûìè äë  ÷åëîâåêà ÷èïàìè U133A Affymetrix. Äë 
èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ, êîòîðûå ýêñïðåññèðîâàëèñü íà óðîâíå, ïðåâûøàþùåì ôîíîâûé, è ñ
áîëåå âûñîêîé ýêñïðåññèåé â ñåò÷àòêàõ, çàùèùåííûõ HSC ÷åëîâåêà, ïðèìåí ëè ïðîãðàììó
GENESPRING®. Ïðîôèëè ýêñïðåññèè â ïàðàõ îáðàçöîâ äë  êàæäîãî èç äàííûõ ãåíîâ çàòåì
èíäèâèäóàëüíî àíàëèçèðîâàëè è ñðàâíèâàëè ñ ìîäåëüþ íîðìàëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ
ìèêðîìàòðèöàìè U133A ÷åëîâåêà ñ ïðèìåíåíèåì dChip äë  îïðåäåëåíè  ñïåöèôè÷íûõ äë 
÷åëîâåêà ñèãíàëîâ ãèáðèäèçàöèè è äë  óäàëåíè  ëîæíîïîçèòèâíûõ ñèãíàëîâ èç-çà
ïåðåêðåñòíîé ìåæâèäîâîé ãèáðèäèçàöèè.

Êîãäà CD133 ïîçèòèâíóþ è CD133 íåãàòèâíóþ Lin- HSC ñóáïîïóë öèè ââîäèëè â
ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàç íîâîðîæäåííûõ ìûøåé SCID, íàèáîëüøà  ñòåïåíü âêëþ÷åíè  â
ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü íàáëþäàëàñü äë  CD133 íåãàòèâíîé ñóáïîïóë öèè,
êîòîðà  ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûå àíòèãåíû è CD31, è èíòåãðèí α6 (ñìîòðè ôèã. 21,
íèç). CD133 ïîçèòèâíà  ñóáïîïóë öè , êîòîðà  íå ýêñïðåññèðóåò CD31 èëè èíòåãðèí α6
(ôèã. 21, âåðõ), ïî-âèäèìîìó, âëè åò íà ìåñòà íàïðàâë åìîé ïåðèôåðè÷åñêîé èøåìèåé
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íåîâàñêóë ðèçàöèè, íî íå ïðè ââåäåíèè â ãëàçà, ïîäâåðãàåìûå àíãèîãåíåçó.
Ïðèìåð 10. Ââåäåíèå â ñòåêëîâèäíîå òåëî êëåòîê ìûøè â ìûøèíûõ ìîäåë õ

èíäóöèðîâàííîé êèñëîðîäîì äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè.
Íîâîðîæäåííûõ ìûøåé äèêîãî òèïà ëèíèè C57B16 ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ ãèïåðîêñèè

(75% êèñëîðîäà) ìåæäó äí ìè ïîñòíàòàëüíîé æèçíè ñ P7 ïî P12 â ìîäåëè èíäóöèðîâàííîé
êèñëîðîäîì äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè (OIR). Íà ôèã. 22 èëëþñòðèðîâàíî íîðìàëüíîå
ïîñòíàòàëüíîå ðàçâèòèå ñîñóäîâ ó ìûøåé C57B16 ñ P0 ïî P30. Íà P0 ìîæíî íàáëþäàòü
ëèøü çà÷àòî÷íûå ïîâåðõíîñòíûå ñîñóäû âîêðóã çðèòåëüíîãî äèñêà. Íà ïðîò æåíèè
ïîñëåäóþùèõ íåñêîëüêèõ äíåé ïåðâè÷íà  ïîâåðõíîñòíà  ñåòü ðàñïðîñòðàí åòñ  ê
ïåðèôåðèè, äîñòèãà  äàëüíþþ ïåðèôåðèþ ê äíþ P10. Ìåæäó P7 è P12 ðàçâèâàåòñ 
âòîðè÷íîå (ãëóáîêîå) ñïëåòåíèå. Ê P17 èìååòñ  ìîùíà  ïîâåðõíîñòíà  è ãëóáîêà  ñåòü
ñîñóäîâ (ôèã. 22, âñòàâêè). Â ïîñëåäóþùèå äíè ïðîèñõîäèò ïåðåñòðîéêà íàð äó ñ
ðàçâèòèåì òðåòè÷íîãî (ïðîìåæóòî÷íîãî) ñëî  ñîñóäîâ äî äîñòèæåíè  ñòðóêòóðû âçðîñëûõ
ïðèáëèçèòåëüíî ê P21.

Íàïðîòèâ, â ìîäåëè OIR ïîñëå ýêñïîçèöèè ñ 75% êèñëîðîäîì íà P7-P12 íîðìàëüíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîáûòèé ñèëüíî íàðóøàåòñ  (ôèã. 23). Ïîïóë öèè Lin- HSC âçðîñëûõ
ìûøåé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ââîäèëè â ñòåêëîâèäíîå òåëî íà P3 â ãëàç ìûøè,
êîòîðóþ âïîñëåäñòâèè ïîäâåðãàëè OIR, â äðóãîé ãëàç ââîäèëè ÇÔÐ èëè CD31 íåãàòèâíûå
êëåòêè â êà÷åñòâå êîíòðîë . Íà ôèã. 24 ïîêàçàíî, ÷òî ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ ìîãóò ñíèìàòü äåãåíåðàòèâíîå äåéñòâèå âûñîêîãî óðîâí  êèñëîðîäà â
ðàçâèâàþùåéñ  ñåò÷àòêå ìûøè. Ïîëíîñòüþ ðàçâèòà  ïîâåðõíîñòíà  è ãëóáîêà  ñîñóäèñòà 
ñåòü ñåò÷àòêè íàáëþäàëàñü íà P17 â îáðàáîòàííûõ ãëàçàõ, â òî âðåì  êàê â êîíòðîëüíûõ
ãëàçàõ âû âë ëèñü áîëüøèå ëèøåííûå ñîñóäîâ îáëàñòè ñ ïðàêòè÷åñêè ïîëíûì îòñóòñòâèåì
ãëóáîêèõ ñîñóäîâ. Èññëåäîâàëè ïðèáëèçèòåëüíî 100 ãëàç ìûøåé íà ìîäåëè OIR.
Íîðìàëüíà  âàñêóë ðèçàöè  íàáëþäàëàñü â 58% ãëàç, îáðàáîòàííûõ ïîïóë öè ìè Lin-

HSC ïî èçîáðåòåíèþ, ïî ñðàâíåíèþ ñ 12% êîíòðîëüíûõ ãëàç, îáðàáîòàííûõ êëåòêàìè
CD31-, è 3% êîíòðîëüíûõ ãëàç, îáðàáîòàííûõ ÇÔÐ.

Ðåçóëüòàòû
Ðàçâèòèå ñîñóäîâ ñåò÷àòêè ìûøè; ìîäåëü äë  çðèòåëüíîãî àíãèîãåíåçà
Ãëàç ìûøè ñëóæèò ïðèçíàííîé ìîäåëüþ äë  èññëåäîâàíè  ðàçâèòè  ñîñóäîâ ñåò÷àòêè ó

ìëåêîïèòàþùèõ, òàêîãî êàê ðàçâèòèå ñîñóäîâ ñåò÷àòêè ó ÷åëîâåêà. Âî âðåì  ðàçâèòè 
ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè ó ìûøè ðàçâèâàþòñ  íàïðàâë åìûå èøåìèåé êðîâåíîñíûå
ñîñóäû ñåò÷àòêè â òåñíîé ñâ çè ñ àñòðîöèòàìè. Äàííûå ãëèàëüíûå ýëåìåíòû ìèãðèðóþò â
òðåòüåì òðèìåñòðå ó ïëîäà ÷åëîâåêà èëè ó íîâîðîæäåííîãî ãðûçóíà â ñåò÷àòêó èç
çðèòåëüíîãî äèñêà âäîëü ñëî  êëåòîê ãàíãëèåâ è ðàñïðîñòðàí þòñ  â ðàäèàëüíîì
íàïðàâëåíèè. Ïðè ðàçâèòèè ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè ìûøè ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè
èñïîëüçóþò äàííóþ, óæå ñôîðìèðîâàííóþ ìàòðèöó äë  îïðåäåëåíè  ñîñóäèñòîãî ïàòòåðíà
ñåò÷àòêè (ñìîòðè ôèã. 1a è b). Íà ôèã. 1 (a è b) ïðåäñòàâëåíû ñõåìàòè÷åñêèå äèàãðàììû
ðàçâèòè  ñåò÷àòêè ìûøè. Íà ôèã. 1a èçîáðàæåíî ðàçâèòèå ïåðâè÷íîãî ñïëåòåíè  (òåìíûå
ëèíèè â âåðõíåé ëåâîé ÷àñòè äèàãðàììû), íàëîæåííîå íà ìàòðèöó àñòðîöèòîâ (ñâåòëûå
ëèíèè), òîãäà êàê íà ôèã. 1b èçîáðàæåíà âòîðà  ôàçà ôîðìèðîâàíè  ñîñóäîâ ñåò÷àòêè. Íà
ôèãóðàõ GCL îáîçíà÷àåò ñëîé êëåòîê ãàíãëèåâ; IPL îáîçíà÷àåò ñëîé âíóòðåííåãî
ñïëåòåíè ; INL îáîçíà÷àåò âíóòðåííèé  äåðíûé ñëîé; OPL îáîçíà÷àåò ñëîé íàðóæíîãî
ñïëåòåíè ; ONL îáîçíà÷àåò íàðóæíûé  äåðíûé ñëîé; RPE îáîçíà÷àåò ïèãìåíòíûé
ýïèòåëèé ñåò÷àòêè; ON îáîçíà÷àåò çðèòåëüíûé íåðâ è P îáîçíà÷àåò ïåðèôåðèþ.

Ïðè ðîæäåíèè ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò. Ê ïîñòíàòàëüíîìó äíþ
14 (P14) ñåò÷àòêà ñîäåðæèò ðàçâèòûå ñëîæíûå ïåðâè÷íûé (ïîâåðõíîñòíûé) è âòîðè÷íûé
(ãëóáîêèé) ñëîè ñîñóäîâ ñåò÷àòêè îäíîâðåìåííî ñ íà÷àëîì çðèòåëüíîãî âîñïðè òè .
Èñõîäíî ñïèöåïîäîáíûå ïåðèïàïèëë ðíûå ñîñóäû ðàñòóò ðàäèàëüíî ïîâåðõ
ïðåäñóùåñòâóþùåé ñåòè àñòðîöèòîâ ïî íàïðàâëåíèþ ê ïåðèôåðèè ñ ïðîãðåññèðóþùèì
âçàèìíûì ñîåäèíåíèåì ïóòåì îáðàçîâàíè  êàïèëë ðíîãî ñïëåòåíè . Äàííûå ñîñóäû
ðàñòóò â âèäå ìîíîñëî  â íåðâíîì âîëîêíå íà ñòàäèè P10 (ôèã. 1a). Ìåæäó P7-P8 èç
äàííîãî ïåðâè÷íîãî ñïëåòåíè  íà÷èíàþò ïðîðàñòàòü êîëëàòåðàëüíûå âåòâè, ïðîíèêàþùèå
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â ñåò÷àòêó â íàïðàâëåíèè íàðóæíîãî ñåò÷àòîïîäîáíîãî ñëî , ãäå îíè ôîðìèðóþò
âòîðè÷íîå, èëè ãëóáîêîå ñïëåòåíèå ñåò÷àòêè. Ê P21 âñ  ñåòü ïîäâåðãàåòñ  êðóïíîé
ïåðåñòðîéêå, è íà âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè âíóòðåííåãî  äåðíîãî ñëî  îáðàçóåòñ 
òðåòè÷íîå, èëè ïðîìåæóòî÷íîå ñïëåòåíèå (ôèã. 1b).

Ìîäåëü àíãèîãåíåçà ñåò÷àòêè íîâîðîæäåííûõ ìûøåé ïðèãîäíà äë  èçó÷åíè  ðîëè HSC
âî âðåì  çðèòåëüíîãî àíãèîãåíåçà ïî íåñêîëüêèì ïðè÷èíàì. Â äàííîé ôèçèîëîãè÷åñêè
çíà÷èìîé ìîäåëè ìàòðèöà àñòðîöèòîâ ñóùåñòâóåò äî ïî âëåíè  ýíäîãåííûõ êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ, ÷òî îáåñïå÷èâàåò îöåíêó ðîëè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ âî âðåì  ïðîöåññà
íåîâàñêóë ðèçàöèè. Êðîìå òîãî, äàííûé ñòàáèëüíûé è âîñïðîèçâîäèìûé ïðîöåññ
íåîíàòàëüíîé âàñêóë ðèçàöèè ñåò÷àòêè, êàê èçâåñòíî, íàïðàâë åòñ  ãèïîêñèåé è â äàííîì
îòíîøåíèè ñõîäåí ñî ìíîãèìè çàáîëåâàíè ìè ñåò÷àòêè, ïðè êîòîðûõ, êàê èçâåñòíî, èãðàåò
âàæíóþ ðîëü èøåìè .

Îáîãàùåíèå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ (EPC) èç êîñòíîãî ìîçãà
Õîò  ýêñïðåññèþ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ èíòåíñèâíî îöåíèâàëè íà ïîïóë öèè EPC,

îáíàðóæèâàåìîé â ïðåïàðàòàõ HSC, ìàðêåðû, êîòîðûå èçáèðàòåëüíî èäåíòèôèöèðóþò
EPC, âñå åùå ïëîõî îïðåäåëåíû. Äë  îáîãàùåíè  EPC ïîçèòèâíûå â îòíîøåíèè ìàðêåðà
ãåìàòîïîýòè÷åñêîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè (Lin+), ò.å. B ëèìôîöèòû (CD45), T
ëèìôîöèòû (CD3), ãðàíóëîöèòû (Ly-6G), ìîíîöèòû (CD11) è ýðèòðîöèòû (TER-119) óäàë ëè
èç ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ìûøè. Äë  äàëüíåéøåãî îáîãàùåíè  EPC
èñïîëüçîâàëè àíòèãåí Sca-1. Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå ââåäåíè  â
ñòåêëîâèäíîå òåëî îäèíàêîâîãî êîëè÷åñòâà ëèáî êëåòîê Lin- Sca-1+, ëèáî êëåòîê Lin-, íå
âû âèëî ðàçíèöû ìåæäó äâóì  ãðóïïàìè. Äåéñòâèòåëüíî, êîãäà ââîäèëè òîëüêî êëåòêè Lin-

Sca-1-, íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíî áîëüøåå âêëþ÷åíèå â ðàçâèâàþùèåñ  êðîâåíîñíûå
ñîñóäû.

Ïî äàííûì ôóíêöèîíàëüíûõ òåñòîâ ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
îáîãàùåíû EPC. Áîëåå òîãî, ïîïóë öèè Lin+ HSC â ôóíêöèîíàëüíîì îòíîøåíèè âåäóò ñåá 
ñîâåðøåííî èíà÷å, ÷åì ïîïóë öèè Lin- HSC. Îöåíèâàëè òàêæå îáû÷íî ïðèìåí åìûå
ýïèòîïû äë  èäåíòèôèêàöèè EPC â êàæäîé ôðàêöèè (íà îñíîâàíèè ðàíåå ñîîáùàâøèõñ 
èññëåäîâàíèé ïî õàðàêòåðèñòèêå in vitro). Â òî âðåì , êàê íè îäèí èç äàííûõ ìàðêåðîâ íå
áûë àññîöèèðîâàí èñêëþ÷èòåëüíî ñ ôðàêöèåé Lin-, âñå îíè áûëè óâåëè÷åíû îò
ïðèáëèçèòåëüíî 70 äî ïðèáëèçèòåëüíî 1800% â Lin- HSC ïî ñðàâíåíèþ ñ ôðàêöèåé Lin+

HSC (ôèã. 1c). Íà ôèã. 1c èëëþñòðèðóåòñ  öèòîìåòðè÷åñêà  õàðàêòåðèñòèêà áåðóùèõ
íà÷àëî èç êîñòíîãî ìîçãà ðàçäåëåííûõ êëåòîê Lin+ HSC è Lin- HSC. Â âåðõíåé ÷àñòè ôèã.
1c ïîêàçàí òî÷å÷íûé ãðàôèê ðàñïðåäåëåíè  íå ïðîìå÷èâàåìûõ àíòèòåëîì êëåòîê
ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. R1 îáîçíà÷àåò äîñòóïíóþ äë  êîëè÷åñòâåííîãî
àíàëèçà îáëàñòü ïîçèòèâíîãî PE-îêðàøèâàíè ; R2 îáîçíà÷àåò GFP-ïîçèòèâíîñòü.
Òî÷å÷íûå ãðàôèêè Lin- HSC ïîêàçàíû â ñðåäíåé ÷àñòè, à òî÷å÷íûå ãðàôèêè Lin+ HSC
ïîêàçàíû â íèæíåé ÷àñòè. Êëåòêè C57B/6 ìåòèëè êîíúþãèðîâàííûìè ñ PE àíòèòåëàìè
ïðîòèâ Sca-1, c-kit, Flk-1/KDR, CD31. Äàííûå ïî Tie-2 áûëè ïîëó÷åíû íà ìûøàõ Tie-2-
GFP. Ïðîöåíòû â óãëàõ òî÷å÷íûõ ãðàôèêîâ ïîêàçûâàþò ïðîöåíò ïîçèòèâíî ìå÷åíûõ êëåòîê
îò îáùåé ïîïóë öèè HSC Lin- èëè Lin+. Èíòåðåñíî, ÷òî ïðèí òûå ìàðêåðû EPC òèïà Flk-
1/KDR, Tie-2 è Sca-1 ïëîõî ýêñïðåññèðîâàëèñü è ïîýòîìó íå ïðèìåí ëèñü äë 
ïîñëåäóþùåãî ôðàêöèîíèðîâàíè .

Ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî êëåòêè HSC Lin- ñîäåðæàò EPC, êîòîðûå íàöåëåíû íà
àñòðîöèòû è âêëþ÷àþòñ  â ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè.

Äë  îïðåäåëåíè  òîãî, ìîãóò ëè ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî Lin- HSC áûòü
íàïðàâëåíû íà êîíêðåòíûå òèïû êëåòîê ñåò÷àòêè, èñïîëüçîâàòü ìàòðèöó àñòðîöèòîâ è
ó÷àñòâîâàòü â àíãèîãåíåçå ñåò÷àòêè, ïðèáëèçèòåëüíî 105 êëåòîê èç êîìïîçèöèè Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èëè êëåòîê Lin+ HSC (êîíòðîëü, ïðèáëèçèòåëüíî 105 êëåòîê),
âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ (GFP èëè LacZ òðàíñãåííûõ) ìûøåé, ââîäèëè â
ãëàçà ìûøåé íà 2 äåíü ïîñëå ðîæäåíè  (P2). ×åðåç ÷åòûðå äí  ïîñëå ââåäåíè  (P6)
ìíîãèå êëåòêè èç êîìïîçèöèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïîëó÷åííûå èç GFP
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èëè LacZ òðàíñãåííûõ ìûøåé, áûëè ñâ çàíû ñ ñåò÷àòêîé è îáëàäàëè õàðàêòåðíîé äë 
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê óäëèíåííîé ôîðìîé (ôèã. 2a). Íà ôèã. 2 ïîêàçàíî âíåäðåíèå
êëåòîê Lin- â ðàçâèâàþùóþñ  ñåò÷àòêó ìûøè. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã. 2a, ÷åðåç ÷åòûðå äí 
ïîñëå ââåäåíè  (P6) ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî eGFP + Lin- HSC ïðèêðåïë þòñ  è
äèôôåðåíöèðóþòñ  íà ñåò÷àòêå.

Âî ìíîãèõ îáëàñò õ ñåò÷àòîê ýêñïðåññèðóþùèå GFP êëåòêè áûëè îðãàíèçîâàíû
ñïîñîáîì, êîòîðûé ñîãëàñóåòñ  ñ íèæåðàñïîëîæåííûìè àñòðîöèòàìè è íàïîìèíàë
êðîâåíîñíûå ñîñóäû. Äàííûå ôëóîðåñöèðóþùèå êëåòêè íàáëþäàëèñü âïåðåäè ýíäîãåííîé,
ðàçâèâàþùåéñ  ñîñóäèñòîé ñåòè (ôèã. 2b). Íàïðîòèâ, ëèøü íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî Lin+

HSC (ôèã. 2c) èëè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìåçåíòåðè  âçðîñëûõ ìûøåé (ôèã. 2d)
ïðèêðåïë ëîñü ê ïîâåðõíîñòè ñåò÷àòêè. Äë  îïðåäåëåíè  òîãî, ìîãëè ëè êëåòêè èç
ââîäèìîé ïîïóë öèè Lin- HSC òàêæå ïðèêðåïë òüñ  ê ñåò÷àòêå ñ óæå ñôîðìèðîâàííûìè
ñîñóäàìè, çà âèòåëè ââîäèëè êîìïîçèöèþ Lin- HSC â ãëàçà âçðîñëûõ îñîáåé. Èíòåðåñíî,
÷òî íå íàáëþäàëîñü ïðèêðåïëåíè  êëåòîê ê ñåò÷àòêå èëè âêëþ÷åíè  â ñôîðìèðîâàííûå,
íîðìàëüíûå êðîâåíîñíûå ñîñóäû ñåò÷àòêè (ôèã. 2e). Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî êîìïîçèöèè
Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ íå ïîâðåæäàþò íîðìàëüíî ðàçâèòóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü
è íå äîëæíû âûçûâàòü àíîìàëüíóþ âàñêóë ðèçàöèþ â íîðìàëüíî ðàçâèòîé ñåò÷àòêå.

Äë  îïðåäåëåíè  âçàèìîîòíîøåíèé ìåæäó ââåäåííûìè êîìïîçèöè ìè Lin- HSC ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ è àñòðîöèòàìè ñåò÷àòêè èñïîëüçîâàëè òðàíñãåííûõ ìûøåé,
êîòîðûå ýêñïðåññèðîâàëè ãëèàëüíûé ôèáðèëë ðíûé êèñëûé áåëîê (GFAP, ìàðêåð
àñòðîöèòîâ) è óïðàâë åìûé ïðîìîòîðîì áåëîê çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè (GFP).
Îáñëåäîâàíèå ñåò÷àòîê äàííûõ GFAP-GFP òðàíñãåííûõ ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ èíúåêöèþ Lin-

HSC îò eGFP òðàíñãåííûõ ìûøåé, ïîêàçàëî ñîâìåñòíóþ ëîêàëèçàöèþ ââåäåííûõ eGFP
EPC è èìåþùèõñ  àñòðîöèòîâ (ôèã. 2f-h, ñòðåëêè). Íàáëþäàëèñü ïðîöåññû eGFP + Lin- HSC
àäàïòàöèè ê íèæåëåæàùåé ñåòè àñòðîöèòîâ (ñòðåëêè, ôèã. 2g). Îáñëåäîâàíèå äàííûõ ãëàç
ïîêàçàëî, ÷òî ââåäåííûå ìå÷åíûå êëåòêè ïðèêðåïë þòñ  òîëüêî ê àñòðîöèòàì; â ñåò÷àòêàõ
ìûøåé íà P6, ãäå ïåðèôåðè  ñåò÷àòêè åùå íå ñîäåðæèò ýíäîãåííûõ ñîñóäîâ, íàáëþäàëîñü
ïðèêðåïëåíèå ââåäåííûõ êëåòîê ê àñòðîöèòàì â äàííûõ åùå íå âàñêóë ðèçèðîâàííûõ
îáëàñò õ. Íåîæèäàííî îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåííûå ìå÷åíûå êëåòêè íàáëþäàþòñ  â áîëåå
ãëóáîêèõ ñëî õ ñåò÷àòêè, òî÷íî â òåõ ìåñòàõ, â êîòîðûõ âïîñëåäñòâèè äîëæíû ðàçâèòüñ 
íîðìàëüíûå ñîñóäû ñåò÷àòêè (ôèã. 2i, ñòðåëêè).

Äë  îïðåäåëåíè  òîãî, ñòàáèëüíî ëè âêëþ÷àþòñ  ââåäåííûå Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ â ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè, îáñëåäîâàëè ñîñóäû ñåò÷àòêè â
íåñêîëüêèõ áîëåå ïîçäíèõ ìîìåíòàõ âðåìåíè. Óæå íà P9 (÷åðåç 7 äíåé ïîñëå ââåäåíè ) Lin-

HSC âêëþ÷àëèñü â CD31+ ñòðóêòóðû (ôèã. 2j). Ê P16 (÷åðåç 14 äíåé ïîñëå ââåäåíè )
êëåòêè óæå èíòåíñèâíî âêëþ÷àëèñü â ïîäîáíûå ñîñóäàì ñòðóêòóðû ñåò÷àòêè (ôèã. 2k). Ïðè
ââåäåíèè ðîäàìèíà-äåêñòðàíà â ñîñóäû (äë  âû âëåíè  ôóíêöèîíàëüíûõ êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ ñåò÷àòêè) ïåðåä çàáîåì æèâîòíûõ áîëüøèíñòâî Lin- HSC ñîîòâåòñòâîâàëî
îòêðûòûì ñîñóäàì (ôèã. 2l). Íàáëþäàëîñü äâà òèïà ðàñïðåäåëåíè  ìå÷åíûõ êëåòîê: (1)
ïðè îäíîì òèïå êëåòêè âêðàïëèâàëèñü âäîëü ñîñóäîâ ìåæäó íåìå÷åíûìè ýíäîòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè; è (2) ïðè äðóãîì òèïå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîñóäû ñîñòî ò èñêëþ÷èòåëüíî èç
ìå÷åíûõ êëåòîê. Ââåäåííûå êëåòêè òàêæå âêëþ÷àëèñü â ñîñóäû ãëóáîêîãî ñîñóäèñòîãî
ñïëåòåíè  (ôèã. 2m). Õîò  ðàíåå ñîîáùàëîñü î åäèíè÷íîì âêëþ÷åíèè EPC, ïðîèñõîä ùèõ
îò Lin- HSC, â íîâîîáðàçóåìóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü, äàííîå ñîîáùåíèå  âë åòñ  ïåðâûì, â
êîòîðîì ñåòè ñîñóäîâ ïîëíîñòüþ ñîñòî ëè èç äàííûõ êëåòîê. Ýòî ïîêàçûâàåò òî, ÷òî
êëåòêè èç ïîïóë öèè ïðîèñõîä ùèõ èç êîñòíîãî ìîçãà Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî, ìîãóò ýôôåêòèâíî âêëþ÷àòüñ  â ëþáîé ñëîé
ôîðìèðóåìîãî ñîñóäèñòîãî ñïëåòåíè  ñåò÷àòêè.

Ãèñòîëîãè÷åñêîå îáñëåäîâàíèå îòëè÷íûõ îò ñåò÷àòêè òêàíåé (íàïðèìåð, ìîçãà, ïå÷åíè,
ñåðäöà, ëåãêèõ, êîñòíîãî ìîçãà) íå îáíàðóæèëî íàëè÷è  êàêèõ-ëèáî GFP ïîçèòèâíûõ
êëåòîê ïðè îáñëåäîâàíèè äî 5 èëè 10 äíåé ïîñëå ââåäåíè  â ñòåêëîâèäíîå òåëî. Ýòî

óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ñóáïîïóë öè  êëåòîê ôðàêöèè Lin- HSC èçáèðàòåëüíî íàïðàâëåíà íà
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àñòðîöèòû ñåò÷àòêè è ñòàáèëüíî âêëþ÷àåòñ  â ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè.
Ïîñêîëüêó äàííûå êëåòêè îáëàäàþò ìíîãèìè ñâîéñòâàìè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (ñâ çü ñ
àñòðîöèòàìè ñåò÷àòêè, óäëèíåííà  ìîðôîëîãè , ñòàáèëüíîå âêëþ÷åíèå â îòêðûòûå ñîñóäû
è îòñóòñòâèå â ìåñòàõ, îòëè÷íûõ îò ñîñóäîâ), äàííûå êëåòêè ïðåäñòàâë þò ñîáîé EPC,
ïðèñóòñòâóþùèå â ïîïóë öèè Lin- HSC. Àñòðîöèòû-ìèøåíè îòíîñ òñ  ê òîìó æå ñàìîìó
òèïó, êîòîðûé íàáëþäàåòñ  ïðè ìíîãèõ ãèïîêñè÷åñêèõ ðåòèíîïàòè õ. Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî
ãëèàëüíûå êëåòêè  âë þòñ  âàæíûì êîìïîíåíòîì íåîâàñêóë ðíûõ ëèñòîâèäíûõ
ðàñøèðåíèé, íàáëþäàåìûõ â DR è ïðè äðóãèõ ôîðìàõ ïîâðåæäåíè  ñåò÷àòêè. Â óñëîâè õ
ðåàêòèâíîãî ãëèîçà è èíäóöèðîâàííîé èøåìèåé íåîâàñêóë ðèçàöèè àêòèâèðîâàííûå
àñòðîöèòû ïðîëèôåðèðóþò, ïðîäóöèðóþò öèòîêèíû è óâåëè÷èâàþò GFAP, ïîäîáíî òîìó, ÷òî
íàáëþäàåòñ  âî âðåì  íåîíàòàëüíîãî ôîðìèðîâàíè  ñîñóäèñòîé ìàòðèöû ñåò÷àòêè ó
ìíîãèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷à  ÷åëîâåêà.

Ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äîëæíû áûòü íàïðàâëåíû íà
àêòèâèðîâàííûå àñòðîöèòû â ãëàçàõ âçðîñëûõ ìûøåé, êàê ýòî ïðîèñõîäèò â ãëàçàõ
íîâîðîæäåííûõ, äë  ïðîâåðêè ÷åãî êëåòêè Lin- HSC ââîäèëè â ãëàçà âçðîñëûõ,
ïîâðåæäåííûõ ôîòîêîàãóë öèåé (ôèã. 3a) èëè êîíöîì èãëû (ôèã. 3b). Â îáåèõ ìîäåë õ
ïîïóë öè  êëåòîê ñ âûðàæåííîé îêðàñêîé GFAP îáíàðóæèâàëàñü ëèøü âîêðóã ìåñòà
ïîâðåæäåíè  (ôèã 3a è b). Êëåòêè èç ââåäåííûõ êîìïîçèöèé Lin- HSC ëîêàëèçîâàëèñü â
ïîðàæåííîé îáëàñòè è îñòàâàëèñü ñïåöèàëüíî ñâ çàíû ñ GFAP-ïîëîæèòåëüíûìè
àñòðîöèòàìè. Â äàííûõ ìåñòàõ íàáëþäàëàñü òàêæå ìèãðàöè  êëåòîê Lin- HSC â áîëåå
ãëóáîêèé ñëîé ñåò÷àòêè íà óðîâíå, ñõîäíîì ñ íàáëþäàåìûì âî âðåì  íåîíàòàëüíîãî
ôîðìèðîâàíè  ãëóáîêîé ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè. Íåïîâðåæäåííûå ÷àñòè ñåò÷àòêè íå
ñîäåðæàëè êëåòîê Lin- HSC, ñõîäíî ñ òåì, ÷òî íàáëþäàåòñ  ïðè ââåäåíèè Lin- HSC â
íîðìàëüíûå, íåïîâðåæäåííûå ñåò÷àòêè âçðîñëûõ îñîáåé (ôèã. 2e). Äàííûå ðåçóëüòàòû
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êîìïîçèöèè Lin- HSC ìîãóò áûòü èçáèðàòåëüíî íàïðàâëåíû íà
àêòèâèðîâàííûå ãëèàëüíûå êëåòêè â ïîâðåæäåííûõ ñåò÷àòêàõ âçðîñëûõ îñîáåé ñ ãëèîçîì, à
òàêæå â ñåò÷àòêàõ íîâîðîæäåííûõ, ïîäëåæàùèõ âàñêóë ðèçàöèè.

Ââîäèìûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî Lin- HSC ìîãóò çàùèùàòü è ñòàáèëèçèðîâàòü
äåãåíåðèðóþùóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü.

Ïîñêîëüêó ââîäèìûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî êîìïîçèöèè Lin- HSC íàïðàâëåíû íà
àñòðîöèòû è âêëþ÷àþòñ  â íîðìàëüíóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè, äàííûå êëåòêè òàêæå
ñòàáèëèçèðóþò äåãåíåðèðóþùóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ïðè èøåìè÷åñêèõ èëè äåãåíåðàòèâíûõ
çàáîëåâàíè õ ñåò÷àòêè, ñâ çàííûõ ñ ãëèîçîì èëè äåãåíåðàöèåé ñîñóäîâ. Ìûøè rd/rd
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ìîäåëü äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò ñèëüíà 
äåãåíåðàöè  ñîñóäîâ â ñëî õ ôîòîðåöåïòîðîâ è ñåò÷àòêè ê îäíîìó ìåñ öó ïîñëå ðîæäåíè .
Ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè ó äàííûõ ìûøåé ðàçâèâàåòñ  íîðìàëüíî äî P16, ïîñëå ÷åãî
áîëåå ãëóáîêèé ñëîé ñîñóäèñòîãî ñïëåòåíè  ïîäâåðãàåòñ  ðåãðåññèè; ó áîëüøèíñòâà
ìûøåé ãëóáîêîå è ïðîìåæóòî÷íîå ñïëåòåíè  ïî÷òè ïîëíîñòüþ äåãåíåðèðóþò ê P30.

Äë  îïðåäåëåíè  òîãî, ìîãóò ëè HSC çàùèùàòü ðåãðåññèðóþùèå ñîñóäû, Lin+ èëè Lin-

HSC (îò ìûøåé Balb/c) ââîäèëè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ìûøåé rd/rd íà P6. Ê P33 ïîñëå
ââåäåíè  êëåòîê Lin+ ñîñóäû íàèáîëåå ãëóáîêîãî ñëî  ñåò÷àòêè ïî÷òè ïîëíîñòüþ
îòñóòñòâîâàëè (ôèã. 4a è b). Íàïðîòèâ, áîëüøà  ÷àñòü ñåò÷àòîê, ñ ââåäåíèåì Lin- HSC, ê
P33 ñîäåðæàëà ïî÷òè íîðìàëüíóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ñ òðåì  ïàðàëëåëüíûìè, õîðîøî
ñôîðìèðîâàííûìè ñëî ìè ñîñóäîâ (ôèã. 4a è 4b). Êîëè÷åñòâåííà  îöåíêà äàííîãî
ýôôåêòà ïîêàçàëà, ÷òî ñðåäí   äëèíà ñîñóäîâ â ãëóáîêîì ñîñóäèñòîì ñïëåòåíèè ãëàç
rd/rd ñ ââåäåíèåì Lin-, áûëà â òðè ðàçà áîëüøå, ÷åì â íåîáðàáîòàííûõ èëè îáðàáîòàííûõ
Lin+ ãëàçàõ (ôèã. 4e). Íåîæèäàííî îêàçàëîñü, ÷òî ââåäåíèå êîìïîçèöèè Lin- HSC,
ïîëó÷åííîé èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîé ìûøè rd/rd (FVB/N), òàêæå çàùèùàåò
äåãåíåðèðóþùóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè íîâîðîæäåííûõ ìûøåé rd/rd (ôèã. 4f).
Äåãåíåðàöè  ñîñóäèñòîé ñåòè â ãëàçàõ ìûøåé rd/rd íàáëþäàåòñ  óæå ÷åðåç 2-3 íåäåëè
ïîñëå ðîæäåíè . Ââåäåíèå Lin- HSC äàæå íà P15 òàêæå ïðèâîäèëî ê ñòàáèëèçàöèè
äåãåíåðèðóþùåé ñîñóäèñòîé ñåòè ó ìûøåé rd/rd, ïî ìåíüøåé ìåðå, â òå÷åíèå îäíîãî
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ìåñ öà (ôèã. 4g è 4h).
Êîìïîçèöè  Lin- HSC, ââåäåííà  áîëåå ìîëîäûì (íàïðèìåð, íà P2) ìûøàì rd/rd, òàêæå

âêëþ÷àëàñü â ðàçâèâàþùóþñ  ïîâåðõíîñòíóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü. Ê P11 äàííûå êëåòêè, êàê
âû âëåíî, ìèãðèðîâàëè äî óðîâí  ãëóáîêîãî ñîñóäèñòîãî ñïëåòåíè  è îáðàçîâûâàëè
ïàòòåðí, èäåíòè÷íûé íàáëþäàåìîìó â ïîâåðõíîñòíîì ñîñóäèñòîì ñëîå ñåò÷àòêè äèêîãî
òèïà (ôèã. 5a). Äë  òîãî, ÷òîáû áîëåå ïîí òíî îïèñàòü ñïîñîá, êîòîðûì êëåòêè èç
ââåäåííîé êîìïîçèöèè Lin- HSC âêëþ÷àþòñ  â äåãåíåðèðóþùóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ñåò÷àòêè
ìûøåé rd/rd è ñòàáèëèçèðóþò åå, êîìïîçèöèþ Lin- HSC îò ìûøåé Balb/c ââîäèëè â ãëàçà
ìûøåé Tie-2-GFP FVB. Ìûøè FVB èìåþò ãåíîòèï rd/rd, è, òàê êàê îíè ýêñïðåññèðóþò
ãèáðèäíûé áåëîê Tie-2-GFP, âñå èõ ýíäîãåííûå êðîâåíîñíûå ñîñóäû ôëóîðåñöèðóþò.

Êîãäà íåìå÷åíûå êëåòêè èç êîìïîçèöèè Lin- HSC ââîä ò â ãëàçà íîâîðîæäåííûõ Tie-2-
GFP FVB è îíè çàòåì âêëþ÷àþòñ  â ðàçâèâàþùóþñ  ñîñóäèñòóþ ñåòü, â íåé äîëæíû
âîçíèêàòü íåìå÷åíûå ðàçðûâû â ýíäîãåííûõ, ìå÷åííûõ ó Tie-2-GFP FVB ñîñóäàõ, ÷òî
ñîîòâåòñòâóåò âêëþ÷åíèþ íåìå÷åíûõ ââåäåííûõ Lin- HSC. Ïîñëåäóþùåå îêðàøèâàíèå
äðóãèì ìàðêåðîì ñîñóäîâ (íàïðèìåð, CD31) çàòåì î÷åð÷èâàåò ñîñóä öåëèêîì, ïîçâîë  
îïðåäåëèòü, ñîñòàâë þò ëè íåýíäîãåííûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ÷àñòü ñîñóäèñòîé ñåòè.
×åðåç äâà ìåñ öà ïîñëå ââåäåíè  â ñåò÷àòêàõ ãëàç ñ ââåäåíèåì êîìïîçèöèè Lin- HSC
âû âë ëèñü CD31-ïîçèòèâíûå, Tie-2-GFP-íåãàòèâíûå ñîñóäû (ôèã. 5b). Èíòåðåñíî, ÷òî
áîëüøèíñòâî çàùèùåííûõ ñîñóäîâ ñîäåðæàëî Tie-2-GFP-ïîçèòèâíûå êëåòêè (ôèã. 5c).
Ðàñïðåäåëåíèå ïåðèöèòîâ, îïðåäåë åìîå ïî îêðàøèâàíèþ íà àêòèí ãëàäêèõ ìûøö, íå
èçìåí ëîñü â ðåçóëüòàòå ââåäåíè  Lin- HSC, íåçàâèñèìî îò òîãî, áûëà ëè çàùèòà ñîñóäîâ
(ôèã. 5d). Ýòè äàííûå  ñíî äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî
êîìïîçèöèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìèãðèðóþò â ñåò÷àòêó, ó÷àñòâóþò â
îáðàçîâàíèè íîðìàëüíûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ñåò÷àòêè è ñòàáèëèçèðóþò ýíäîãåííóþ
äåãåíåðèðóþùóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü ó ìûøè ñ ãåíåòè÷åñêèì äåôåêòîì.

Èíãèáèðîâàíèå àíãèîãåíåçà ñåò÷àòêè òðàíñôåöèðîâàííûìè êëåòêàìè èç Lin- HSC
Áîëüøèíñòâî ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè ÷àùå âîâëåêàåò àíîìàëüíóþ

ïðîëèôåðàöèþ ñîñóäîâ, ÷åì èõ äåãåíåðàöèþ. Òðàíñãåííûå êëåòêè, íàïðàâëåííûå íà
àñòðîöèòû, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  äîñòàâêè àíòèàíãèîãåííîãî áåëêà è òîðìîæåíè 
àíãèîãåíåçà. Êëåòêè èç êîìïîçèöèé Lin- HSC òðàíñôåöèðîâàëè T2-òðèïòîôàíèë-òÐÍÊ-
ñèíòåòàçîé (T2-TrpRS). T2-TrpRS ïðåäñòàâë åò ñîáîé 43 êÄà ôðàãìåíò TrpRS, êîòîðûé
ýôôåêòèâíî èíãèáèðóåò àíãèîãåíåç ñåò÷àòêè (ôèã. 6a). Ñåò÷àòêè ãëàç íà P12, ïîñëå
ââåäåíè  êîìïîçèöèè Lin- HSC, òðàíñôåöèðîâàííûõ êîíòðîëüíîé ïëàçìèäîé (áåç ãåíà T2-
TrpRS), íà P2, èìåëè íîðìàëüíûå ïåðâè÷íîå (ôèã. 6c) è âòîðè÷íîå (ôèã. 6d) ñîñóäèñòûå
ñïëåòåíè  ñåò÷àòêè. Êîãäà â ãëàçà íà P2 ââîäèëè êîìïîçèöèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, òðàíñôåöèðîâàííûå T2-TrpRS, è îöåíèâàëè ÷åðåç 10 äíåé, ïåðâè÷íà  ñåòü
èìåëà ñóùåñòâåííûå àíîìàëèè (ôèã. 6e), è îáðàçîâàíèå ãëóáîêîé ñîñóäèñòîé ñåòè
ñåò÷àòêè áûëî ïî÷òè ïîëíîñòüþ èíãèáèðîâàíî (ôèã. 6f). Íåìíîãèå ñîñóäû, âû âë åìûå â
äàííûõ ãëàçàõ, áûëè ñóùåñòâåííî îñëàáëåíû ñ áîëüøèìè ïðîìåæóòêàìè ìåæäó ñîñóäàìè.
Ñòåïåíü èíãèáèðîâàíè  Lin- HSC, ñåêðåòèðóþùèìè T2-TrpRS, ïîäðîáíî ïðåäñòàâëåíà â
òàáëèöå 2.

T2-TrpRS ïðîäóöèðóåòñ  è ñåêðåòèðóåòñ  êëåòêàìè â êîìïîçèöèè Lin- HSC in vitro, è
ïîñëå ââåäåíè  äàííûõ òðàíñôåöèðîâàííûõ êëåòîê â ñòåêëîâèäíîå òåëî â ñåò÷àòêå
âû âë åòñ  30 êÄà ôðàãìåíò T2-TrpRS (ôèã. 6b). Äàííûé 30 êÄà ôðàãìåíò ñïåöèôè÷íî
âû âë ëñ  òîëüêî â ñåò÷àòêàõ ñ ââåäåíèåì òðàíñôåöèðîâàííûõ Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, è äàííîå î÷åâèäíîå ñíèæåíèå ìîëåêóë ðíîé ìàññû ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì, ñèíòåçèðóåìûì in vitro, ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ïðîöåññèíãîì
èëè äåãðàäàöèåé T2-TrpRS in vivo. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî êîìïîçèöèè Lin- HSC
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  äîñòàâêè ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ ãåíîâ, òàêèõ êàê ãåíû,
ýêñïðåññèðóþùèå àíãèîñòàòè÷åñêèå ìîëåêóëû, ê ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè ñ ïîìîùüþ
íàïðàâëåííîé äîñòàâêè ê àêòèâèðîâàííûì àñòðîöèòàì. Íåñìîòð  íà òî, ÷òî âîçìîæíî, ÷òî
íàáëþäàåìûé àíãèîñòàòè÷åñêèé ýôôåêò îáóñëîâëåí îïîñðåäîâàííîé êëåòêàìè
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àêòèâíîñòüþ, ýòî î÷åíü ìàëîâåðî òíî, òàê êàê ãëàçà ñ ëå÷åíèåì èäåíòè÷íûìè, íî íå
òðàíñôåöèðîâàííûìè T2 êîìïîçèöè ìè Lin- HSC èìåëè íîðìàëüíóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü
ñåò÷àòêè.

Òàáëèöà 2.

Èíãèáèðîâàíèå ñîñóäèñòîé ñåòè Lin- HSC, ñåêðåòèðóþùèìè T2-TrpRS

Ïåðâè÷íîå ñïëåòåíèå Ãëóáîêîå ñïëåòåíèå

Èíãèáèðîâàííîå Íîðìàëüíîå Ïîëíîå ×àñòè÷íîå Íîðìàëüíîå

T2-TrpRSs
(15 ãëàç)

60%
(9 ãëàç)

40%
(6 ãëàç)

33,3%
(5 ãëàç)

60%
(9 ãëàç)

6,7%
(1 ãëàç)

Êîíòðîëü
(13 ãëàç)

0%
(0 ãëàç)

100%
(13 ãëàç)

0%
(0 ãëàç)

38,5%
(5 ãëàç)

61,5%
(8 ãëàç)

Ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî ïîïóë öèè Lin- HSC ðàñïîëàãàþòñ  ó àñòðîöèòîâ
ñåò÷àòêè, âêëþ÷àþòñ  â ñîñóäû è ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  ëå÷åíè  ìíîãèõ çàáîëåâàíèé
ñåò÷àòêè. Â òî âðåì  êàê áîëüøèíñòâî êëåòîê èç ââåäåííûõ êîìïîçèöèé HSC
ïðèêðåïë þòñ  ê ìàòðèöå àñòðîöèòîâ, íåáîëüøîå èõ êîëè÷åñòâî ìèãðèðóåò ãëóáîêî â
ñåò÷àòêó, ðàñïîëàãà ñü â òåõ îáëàñò õ, ãäå â ïîñëåäóþùåì ðàçâèâàåòñ  ãëóáîêà 
ñîñóäèñòà  ñåòü. Äàæå íåñìîòð  íà òî, ÷òî â äàííîé îáëàñòè íå íàáëþäàëîñü GFAP-
ïîçèòèâíûõ àñòðîöèòîâ äî 42 äí  ïîñëå ðîæäåíè , ýòî íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòè òîãî,
÷òî óæå ïðèñóòñòâóþò GFAP-íåãàòèâíûå êëåòêè ãëèè, ïîäàâà  ñèãíàë äë  ðàñïîëîæåíè  Lin-

HSC. Ïðåäøåñòâóþùèå èññëåäîâàíè  ïîêàçàëè, ÷òî ìíîãèå çàáîëåâàíè  ñâ çàíû ñ
ðåàêòèâíûì ãëèîçîì. Ïðè DR, â ÷àñòíîñòè, êëåòêè ãëèè è èõ âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ
ñâ çàíû ñ ïàòîëîãè÷åñêèì àíãèîãåíåçîì.

Òàê êàê êëåòêè èç ââåäåííûõ êîìïîçèöèé Lin- HSC ñïåöèôè÷åñêè ïðèêðåïë þòñ  ê
êëåòêàì ãëèè, ýêñïðåññèðóþùèì GFAP, íåçàâèñèìî îò òèïà ïîâðåæäåíè , êîìïîçèöèè Lin-

HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äë  íàïðàâëåííîé äîñòàâêè ê
ïðåäàíãèîãåííûì ïîâðåæäåíè ì â ñåò÷àòêå. Íàïðèìåð, ïðè èøåìè÷åñêèõ ðåòèíîïàòè õ,
òàêèõ êàê äèàáåòè÷åñêèå, íåîâàñêóë ðèçàöè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé îòâåò íà ãèïîêñèþ. Ñ
ïîìîùüþ íàïðàâëåííîé äîñòàâêè êîìïîçèöèé Lin- HSC ê ìåñòàì ïàòîëîãè÷åñêîé
íåîâàñêóë ðèçàöèè, ðàçâèâàþùà ñ  íåîâàñêóë ðèçàöè  ìîæåò áûòü ñòàáèëèçèðîâàíà ñ
ïðåäîòâðàùåíèåì àíîìàëèé íåîâàñêóë ðèçàöèè, òàêèõ êàê êðîâîèçëè íèå èëè îòåê
(ïðè÷èíû ïîòåðè çðåíè , ñâ çàííûå ñ DR), è ìîæíî ïîòåíöèàëüíî ñì ã÷èòü ãèïîêñèþ,
êîòîðà  ïåðâîíà÷àëüíî ñòèìóëèðîâàëà íåîâàñêóë ðèçàöèþ. Àíîìàëüíûå êðîâåíîñíûå
ñîñóäû ìîãóò áûòü âîññòàíîâëåíû äî íîðìàëüíîãî ñîñòî íè . Áîëåå òîãî,
àíãèîñòàòè÷åñêèå áåëêè, òàêèå êàê T2-TrpRS, ìîãóò áûòü äîñòàâëåíû ê ìåñòàì
ïàòîëîãè÷åñêîãî àíãèîãåíåçà ñ ïîìîùüþ ïðèìåíåíè  êîìïîçèöèé òðàíñôåöèðîâàííûõ Lin-

HSC è èíäóöèðîâàííîé ëàçåðîì àêòèâàöèè àñòðîöèòîâ. Òàê êàê â êëèíè÷åñêîé
îôòàëüìîëîãèè îáû÷íî ïðèìåí þò ëàçåðíóþ ôîòîêîàãóë öèþ, äàííûé ïîäõîä ïðèìåíèì
äë  ìíîãèõ çàáîëåâàíèé ñåò÷àòêè. Íåñìîòð  íà òî, ÷òî ïîäõîäû íà îñíîâå êëåòîê
èññëåäóþò ïðè òåðàïèè ðàêà, èõ ïðèìåíåíèå äë  ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé èìååò áîëüøå
ïðåèìóùåñòâ, òàê êàê ââåäåíèå â ãëàç äàåò âîçìîæíîñòü äë  äîñòàâêè áîëüøîãî ÷èñëà
êëåòîê íåïîñðåäñòâåííî ê ìåñòó çàáîëåâàíè .

Íåéðîòðîôè÷åñêà  è âàñêóëîòðîôè÷åñêà  çàùèòà ñ ïîìîùüþ Lin- HSC
MACS ïðèìåí ëè äë  âûäåëåíè  Lin- HSC èç êîñòíîãî ìîçãà ìûøåé C3H (rd/rd), FVB

(rd/rd) ñ áåëêîì ñ óñèëåííîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèåé (eGFP). Lin- HSC, ñîäåðæàùèå EPC
èç äàííûõ ìûøåé, ââîäèëè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàç ìûøåé C3H èëè FVB íà P6. Ñåò÷àòêè
ñîáèðàëè â ðàçëè÷íûå âðåìåííûå òî÷êè (1 ìåñ ö, 2 ìåñ öà è 6 ìåñ öåâ) ïîñëå ââåäåíè .
Ñîñóäèñòóþ ñåòü àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñêàíèðóþùåãî ëàçåðíîãî êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà ïîñëå îêðàøèâàíè  àíòèòåëàìè ïðîòèâ CD31 è ãèñòîëîãèè ñåò÷àòêè ïîñëå
îêðàøèâàíè   äåð DAPI. Äë  èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ, ïîòåíöèàëüíî âîâëå÷åííûõ â ýôôåêò,
ïðèìåí ëè òàêæå àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàòðèö äë  ìÐÍÊ èç ñåò÷àòîê â
ðàçëè÷íûå âðåìåííûå òî÷êè.

Ãëàçà ìûøåé rd/rd õàðàêòåðèçîâàëèñü âûðàæåííîé äåãåíåðàöèåé êàê íåéðîñåíñîðíîé
ñåò÷àòêè, òàê è ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè íà P21. Â ãëàçàõ ìûøåé rd/rd ñ ëå÷åíèåì Lin- HSC
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íà P6 ïîääåðæèâàëàñü íîðìàëüíà  ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè â òå÷åíèå äî 6 ìåñ öåâ; êàê
ãëóáîêèé, òàê è ïðîìåæóòî÷íûé ñëîè áûëè ñóùåñòâåííî ëó÷øå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
âî âñå âðåìåííûå òî÷êè (1M, 2M è 6M) (ñìîòðè ôèã. 12). Êðîìå òîãî, çà âèòåëè
íàáëþäàëè, ÷òî ñåò÷àòêè ñ ëå÷åíèåì Lin- HSC áûëè òàêæå òîëùå (1M; 1,2 ðàçà, 2M; 1,3
ðàçà, 6M; 1,4 ðàçà) è èìåëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê âî âíåøíåì  äåðíîì ñëîå ïî
îòíîøåíèþ ê ãëàçàì ñ ââåäåíèåì â êà÷åñòâå êîíòðîë  Lin+ HSC. Àíàëèç ñ ïîìîùüþ
øèðîêîìàñøòàáíîé ãåíîìèêè «çàùèùåííîé» (íàïðèìåð, Lin- HSC) ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíîé (áåç ëå÷åíè  èëè ñ ëå÷åíèåì íå Lin-) ñåò÷àòêîé rd/rd ïðîäåìîíñòðèðîâàë
ñóùåñòâåííóþ ïîçèòèâíóþ ðåãóë öèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ sHSP (ìàëûå áåëêè òåïëîâîãî
øîêà) è êîíêðåòíûå ôàêòîðû ðîñòà, ÷òî êîððåëèðóåò ñ çàùèòîé ñîñóäèñòîé è íåéðîíàëüíîé
ñåòåé, âêëþ÷à  ãåíû, êîäèðóþùèå áåëêè, ïåðå÷èñëåííûå íà ôèãóðå 20, ïàíåëè A è B.

Ïðîèñõîä ùèå èç êîñòíîãî ìîçãà ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ñóùåñòâåííî è âîñïðîèçâîäèìî èíäóöèðîâàëè ïîääåðæàíèå íîðìàëüíîé ñîñóäèñòîé ñåòè è
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëè ñëîè ôîòîðåöåïòîðîâ è äðóãèõ íåðâíûõ êëåòîê ó ìûøè rd/rd.
Äàííûé ýôôåêò íåéðîòðîôè÷åñêîé çàùèòû, êîððåëèðóþùèé ñ ñóùåñòâåííîé ïîçèòèâíîé
ðåãóë öèåé ìàëûõ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà è ôàêòîðîâ ðîñòà, ïîçâîë åò ïðîíèêíóòü â
òåðàïåâòè÷åñêèå ïîäõîäû ê íåèçëå÷èìûì â íàñòî ùåå âðåì  äåãåíåðàòèâíûì
çàáîëåâàíè ì ñåò÷àòêè.

Ñåò÷àòêè ìûøåé rd1/rd1 õàðàêòåðèçóþòñ  ñóùåñòâåííîé äåãåíåðàöèåé ñîñóäèñòîé è
íåéðîíàëüíîé ñåòåé.

Íîðìàëüíîå ïîñòíàòàëüíîå ðàçâèòèå ñîñóäèñòîé è íåéðîíàëüíîé ñåòåé ñåò÷àòêè ó
ìûøåé õîðîøî îïèñàíî è  âë åòñ  àíàëîãè÷íûì èçìåíåíè ì, íàáëþäàåìûì â òðåòüåì
òðèìåñòðå ó ïëîäà ÷åëîâåêà (Dorrell et al., 2002, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 43:
3500-3510). Ìûøè, ãîìîçèãîòíûå ïî ãåíó rd1, ïðî âë þò ìíîãèå õàðàêòåðèñòèêè
äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ÷åëîâåêà (Frasson et al., 1999, Nat. Med. 5:1183-1187) è
õàðàêòåðèçóþòñ  áûñòðîé ïîòåðåé ôîòîðåöåïòîðîâ (PR), ñîïðîâîæäàþùåéñ  ò æåëîé
àòðîôèåé ñîñóäîâ, â ðåçóëüòàòå ìóòàöèè â ãåíå,  êîäèðóþùåì ôîñôîäèýñòåðàçó öÃÌÔ PR
(Bowes et al. 1990, Nature 347:677-680). Äë  èññëåäîâàíè  ñîñóäèñòîé ñåòè â ïðîöåññå
ðàçâèòè  ñåò÷àòêè è åå ïîñëåäóþùåé äåãåíåðàöèè ïðèìåí ëè àíòèòåëà ïðîòèâ êîëëàãåíà
IV (CIV), áåëêà âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ECM) çðåëîé ñîñóäèñòîé ñåòè è ïðîòèâ CD31
(PECAM-1), ìàðêåðà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (ôèãóðà 15). Ñåò÷àòêè rd1/rd1 (C3H/HeJ)
ðàçâèâàëèñü íîðìàëüíî äî ïðèáëèçèòåëüíî 8 äí  ïîñëå ðîæäåíè  (P), êîãäà íà÷èíàëàñü
äåãåíåðàöè  âíåøíåãî  äåðíîãî ñëî  (ONL), ñîäåðæàùåãî ðåöåïòîðû. ONL áûñòðî
äåãåíåðèðîâàë è êëåòêè ãèáëè îò àïîïòîçà, òàê ÷òî òîëüêî åäèíñòâåííûé ñëîé  äåð
îñòàâàëñ  íà P20. Äâîéíîå îêðàøèâàíèå öåëèêîì ñìîíòèðîâàííûõ ñåò÷àòîê àíòèòåëàìè
ïðîòèâ êàê CIV, òàê è CD31, âû âèëî ïîäðîáíîñòè äåãåíåðàöèè ñîñóäèñòîé ñåòè ó ìûøåé
rd1/rd1, ñõîäíûå ñ îïèñàííûìè äðóãèìè àâòîðàìè (Blanks et al., 1986, J. Comp. Neurol.
254:543-553). Ïåðâè÷íûé è ãëóáîêèé ñîñóäèñòûå ñëîè, î÷åâèäíî, ðàçâèâàþòñ  íîðìàëüíî
õîò  áû äî P12, ïîñëå ÷åãî íàáëþäàåòñ  áûñòðà  ïîòåð  ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, î ÷åì
ñâèäåòåëüñòâóåò îòñóòñòâèå îêðàøèâàíè  íà CD31. Ïîçèòèâíûå ïî CD31 ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè ïðèñóòñòâîâàëè ñ íîðìàëüíûì ðàñïðåäåëåíèåì õîò  áû äî P12, íî ïîñëå ýòîãî
áûñòðî èñ÷åçàëè. Èíòåðåñíî, ÷òî ïîçèòèâíîå îêðàøèâàíèå íà CIV îñòàâàëîñü â íàëè÷èè â
òåñòèðóåìûå âðåìåííûå òî÷êè, ïðåäïîëàãà , ÷òî ñîñóäû è ñâ çàííûé ñ íèìè ECM
ôîðìèðîâàëèñü íîðìàëüíî, íî òîëüêî ìàòðèêñ îñòàâàëñ  ïîñëå P13, â òî âðåì , êîãäà
ïîçèòèâíûå ïî CD31 êëåòêè íå âû âë ëèñü (ôèãóðà 15, ñðåäíèå ïàíåëè). Ïðîìåæóòî÷íîå
ñîñóäèñòîå ñïëåòåíèå òàêæå äåãåíåðèðóåò ïîñëå P21, íî ïðîãðåññè   âë åòñ  áîëåå
ìåäëåííîé, ÷åì íàáëþäàåìà  â ãëóáîêîì ñïëåòåíèè (ôèãóðà 15, âåðõí   ïàíåëü).
Ñîñóäèñòûé ñëîé è ñëîé íåðâíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè íîðìàëüíîé ìûøè ïîêàçàí äë 
ñðàâíåíè  ñ ìûøüþ rd1/rd1 (ïðàâûå ïàíåëè, ôèãóðà 15).

Íåéðîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò Lin- HSC, ïðîèñõîä ùèõ èç êîñòíîãî ìîçãà, ó ìûøåé
rd1/rd1.

Ââåäåííûå â ñòåêëîâèäíîå òåëî Lin- HSC âêëþ÷àþòñ  â ýíäîãåííóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü
ñåò÷àòêè âî âñåõ òðåõ ñîñóäèñòûõ ñïëåòåíè õ è ïðåäîõðàí þò ñîñóäû îò äåãåíåðàöèè.
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Èíòåðåñíî, ÷òî ââåäåííûå êëåòêè ôàêòè÷åñêè íèêîãäà íå âû âë þòñ  â íàðóæíîì  äåðíîì
ñëîå. Äàííûå êëåòêè ëèáî âêëþ÷àþòñ  â ôîðìèðóþùèåñ  ñîñóäû ñåò÷àòêè, ëèáî
âû âë þòñ  â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê äàííûì ñîñóäàì. Ìûøèíûå Lin- HSC (èç
C3H/HeJ) ââîäèëè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàç ìûøåé C3H/HeJ (rd1/rd1) íà P6 êàê ðàç ïåðåä
íàñòóïëåíèåì äåãåíåðàöèè. Íà P30 â ãëàçàõ ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê (CD31-)
ïðî âë ëñ  òèïè÷íûé ôåíîòèï rd1/rd1, ò.å. íàáëþäàëàñü ïî÷òè ïîëíà  äåãåíåðàöè 
ãëóáîêîãî ñîñóäèñòîãî ñïëåòåíè  è ONL â êàæäîé èññëåäîâàííîé ñåò÷àòêå. Â ãëàçàõ ñ
ââåäåíèåì Lin- HSC ïîääåðæèâàëèñü ïðîìåæóòî÷íîå è ãëóáîêîå ñîñóäèñòûå ñïëåòåíè 
íîðìàëüíîãî âèäà. Íåîæèäàííî îêàçàëîñü, ÷òî ñóùåñòâåííî áîëüøå êëåòîê âû âë ëîñü â
ìåæú äåðíîì ñëîå (INL) è ONL ãëàç ñ ââåäåíèåì Lin- HSC ïî ñðàâíåíèþ ñ ãëàçàìè ñ
ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê (ôèãóðà 16A). Äàííûé ýôôåêò çàùèòû Lin- HSC ìîæåò
íàáëþäàòüñ  ÷åðåç 2 ìåñ öà (ôèãóðà 16B) è äî 6 ìåñ öåâ ïîñëå ââåäåíè  (ôèãóðà 16C).
Ðàçëè÷è  â ñîñóäèñòîé ñåòè ïðîìåæóòî÷íîãî è ãëóáîêîãî ñïëåòåíèé â ãëàçàõ ñ ââåäåíèåì
Lin- HSC, à òàêæå â INL è ONL, ñîäåðæàùèõ íåðâíûå êëåòêè, áûëè ñóùåñòâåííûìè âî âñå
èçìåðåííûå âðåìåííûå òî÷êè ïðè ñðàâíåíèè çàùèùåííûõ è íåçàùèùåííûõ ãëàç (ôèãóðà
16B è C). Äàííûé ýôôåêò áûë êîëè÷åñòâåííî îöåíåí ñ ïîìîùüþ èçìåðåíè  ñóììàðíîé
äëèíû ñîñóäèñòîé ñåòè (ôèãóðà 16D) è ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà DAPI-ïîçèòèâíûõ êëåòî÷íûõ
 äåð, âû âë åìûõ â ONL (ôèãóðà 16E). Äë  äàííûõ âî âñåõ âðåìåííûõ òî÷êàõ
èñïîëüçîâàëè ïðîñòîé ëèíåéíûé ðåãðåññèîííûé àíàëèç.

Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìà  êîððåë öè  âû âëåíà ìåæäó âàñêóë ðíîé çàùèòîé è çàùèòîé
íåðâíûõ êëåòîê (íàïðèìåð, òîëùèíà ONL) íà P30 (p < 0,024) è P60 (p < 0,034) â ãëàçàõ ñ
ââåäåíèåì Lin- HSC (ôèãóðà 16F). Êîððåë öè  îñòàåòñ  âûñîêîé, õîò  ñòàòèñòè÷åñêè íå
çíà÷èìîé (p < 0,14) íà P180, ïðè ñðàâíåíèè ñåò÷àòîê ñ ââåäåíèåì Lin- HSC ñ ñåò÷àòêàìè ñ
ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê (ôèãóðà 16F). Íàïðîòèâ, â ñåò÷àòêàõ ñ ââåäåíèåì
êîíòðîëüíûõ êëåòîê íå îáíàðóæåíî çíà÷èìîé êîððåë öèè ìåæäó ïðåäîõðàíåíèåì
ñîñóäèñòîé ñåòè è ONL íè â îäíîé âðåìåííîé òî÷êå (ôèãóðà 16F). Ýòè äàííûå
äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ââåäåíèå Lin- HSC â ñòåêëîâèäíîå òåëî ñåò÷àòîê ìûøåé rd1/rd1
ñîïðîâîæäàåòñ  çàùèòîé ñîñóäèñòîé è íåéðîíàëüíîé ñåòåé ñåò÷àòêè. Ââåäåííûå êëåòêè íå
âû âë ëèñü â ONL èëè â ëþáîì äðóãîì ìåñòå, îòëè÷íîì îò êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ñåò÷àòêè
èëè íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê íèì.

Ôóíêöèîíàëüíà  çàùèòà ñåò÷àòîê rd/rd ñ ââåäåíèåì Lin- HSC
Ýëåêòðîðåòèíîãðàììû (ERG) äåëàëè ó ìûøåé ÷åðåç 2 ìåñ öà ïîñëå ââåäåíè 

êîíòðîëüíûõ êëåòîê èëè Lin- HSC ìûøè (ôèãóðà 17). Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé è
ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç îñóùåñòâë ëè äë  êàæäîãî ãëàçà ïîñëå çàïèñåé ERG äë 
ïîäòâåðæäåíè  íàëè÷è  çàùèòû ñîñóäèñòîé è íåéðîíàëüíîé ñåòåé. Ïðèìåðû çàïèñåé ERG
â ëå÷åííûõ, çàùèùåííûõ è êîíòðîëüíûõ, íåçàùèùåííûõ ãëàçàõ ïîêàçûâàþò, ÷òî â
çàùèùåííûõ ãëàçàõ âû÷òåííûé âðó÷íóþ ñèãíàë (ãëàçà ñ ëå÷åíèåì ìèíóñ áåç ëå÷åíè )
ïðîäóöèðîâàë ÷åòêî îïðåäåë åìûé ñèãíàë ñ àìïëèòóäîé ïîð äêà 8-10 ìèêðîâîëüò (ôèãóðà
17). ßñíî, ÷òî ñèãíàëû èç îáîèõ ãëàç  âë þòñ  êðàéíå àíîìàëüíûìè. Îäíàêî ñòîéêèå è
îïðåäåë åìûå ERG áûëè çàïèñàíû ñ ãëàç ñ ëå÷åíèåì Lin- HSC. Âî âñåõ ñëó÷à õ â
êîíòðîëüíîì ãëàçó ERG áûëà íåîïðåäåëèìà. Õîò  àìïëèòóäû ñèãíàëîâ â çàùèùåííûõ
ãëàçàõ áûëè ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì â íîðìàëüíûõ, ñèãíàëû ñòîéêî íàáëþäàëèñü, êîãäà áû
íè âû âë ëàñü ãèñòîëîãè÷åñêà  çàùèòà, è ñîîòâåòñòâîâàëè ïîð äêó âåëè÷èí, î êîòîðûõ
ñîîáùàëîñü â äðóãèõ èññëåäîâàíè õ çàùèòû íà îñíîâå ãåíîâ. Âìåñòå äàííûå ðåçóëüòàòû
äåìîíñòðèðóþò íåêîòîðóþ ñòåïåíü ôóíêöèîíàëüíîé çàùèòû â ãëàçàõ ñ ëå÷åíèåì Lin- HSC
ïî èçîáðåòåíèþ.

Lin- HSC, ïðîèñõîä ùèå èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà (hBM), òàêæå çàùèùàþò
äåãåíåðèðóþùèå ñåò÷àòêè.

Lin- HSC, âûäåëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, âåäóò ñåá  ñõîäíî ñ ìûøèíûìè Lin-

HSC. Êîñòíûé ìîçã ñîáèðàëè îò ëþäåé äîíîðîâ è î÷èùàëè îò Lin+ HSC ñ ïîëó÷åíèåì
ïîïóë öèè Lin- HSC ÷åëîâåêà (hLin- HSC). Äàííûå êëåòêè ìåòèëè ex vivo ôëóîðåñöåíòíûì
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êðàñèòåëåì è ââîäèëè â ãëàçà ìûøåé C3SnSmn.CB17-Prkdc SCID. Ââåäåííûå hLin- HSC
ìèãðèðîâàëè è íàïðàâëåííî äîñòàâë ëèñü ê ìåñòàì àíãèîãåíåçà ñåò÷àòêè ñïîñîáîì,
èäåíòè÷íûì íàáëþäàåìîìó ïðè ââåäåíèè ìûøèíûõ Lin- HSC (ôèãóðà 18A). Â äîïîëíåíèå
ê íàïðàâëåííîé äîñòàâêå ê ñîñóäàì Lin- HSC ÷åëîâåêà òàêæå îáåñïå÷èâàëè íàäåæíûé
ýôôåêò çàùèòû êàê ñîñóäèñòîãî, òàê è íåéðîíàëüíîãî êëåòî÷íûõ ñëîåâ ìûøåé rd1/rd1
(ôèãóðà 18B è 18C). Äàííîå íàáëþäåíèå ïîäòâåðæäàåò ïðèñóòñòâèå â êîñòíîì ìîçãå
÷åëîâåêà êëåòîê, êîòîðûå íàïðàâëåííî äîñòàâë þòñ  ê ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè è ìîãóò
ïðåäîòâðàùàòü äåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè.

Lin- HSC îáëàäàþò âàñêóëî- è íåéðîòðîôè÷åñêèìè ýôôåêòàìè ó ìûøè rd10/rd10.
Õîò  ìûøü rd1/rd1  âë åòñ  íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìîé è ëó÷øå âñåãî

îõàðàêòåðèçîâàííîé ìîäåëüþ äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè Chang et al. 2002, Vision Res. 42:517-
525), äåãåíåðàöè   âë åòñ  î÷åíü áûñòðîé è â äàííîì îòíîøåíèè îòëè÷àåòñ  îò îáû÷íîãî,
çàìåäëåííîãî âî âðåìåíè òå÷åíè , íàáëþäàåìîãî ïðè çàáîëåâàíèè ÷åëîâåêà. Ó äàííîé
ëèíèè äåãåíåðàöè  ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòîê ñåò÷àòêè íà÷èíàåòñ  îêîëî P8, âðåìåíè, êîãäà
ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè âñå åùå áûñòðî ðàñøèð åòñ  (ôèãóðà 15). Ïîñëåäóþùà 
äåãåíåðàöè  ãëóáîêîé ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè íàñòóïàåò äàæå â òî âðåì , êàê
ïðîìåæóòî÷íîå ñïëåòåíèå âñå åùå îáðàçóåòñ , è, òàêèì îáðàçîì, ñåò÷àòêè ìûøåé rd1/rd1
íèêîãäà íå ðàçâèâàþòñ  ïîëíîñòüþ, â îòëè÷èå îò íàáëþäàåìîãî ó áîëüøèíñòâà ëþäåé ñ
äàííûì çàáîëåâàíèåì. Ìûøèíóþ ìîäåëü rd10, êîòîðà  õàðàêòåðèçóåòñ  áîëåå ìåäëåííûì
ïðîòåêàíèåì âî âðåìåíè äåãåíåðàöèè è áîëåå áëèçêî ñõîäíà ñ ñîñòî íèåì äåãåíåðàöèè
ñåò÷àòêè ÷åëîâåêà, ïðèìåí ëè äë  èññëåäîâàíè  çàùèòû ñîñóäèñòîé ñåòè,
îïîñðåäîâàííîãî Lin- HSC. Ó ìûøè rd10 äåãåíåðàöè  ôîòîðåöåïòîðíûõ êëåòîê íà÷èíàåòñ 
îêîëî P21 è äåãåíåðàöè  ñîñóäîâ íà÷èíàåòñ  ÷åðåç êîðîòêîå âðåì  ïîñëå ýòîãî.

Òàê êàê íîðìàëüíîå ðàçâèòèå íåéðîñåíñîðíîãî àïïàðàòà ñåò÷àòêè â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè çàêàí÷èâàåòñ  íà P21, äåãåíåðàöè , êàê âû âëåíî, íà÷èíàåòñ  ïîñëå îêîí÷àíè 
äèôôåðåíöèðîâêè ñåò÷àòêè è â ýòîì îòíîøåíèè áîëåå ïîõîæà íà äåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè
÷åëîâåêà, ÷åì ìûøèíà  ìîäåëü rd1/rd1. Lin- HSC èëè êîíòðîëüíûå êëåòêè îò ìûøåé rd10
ââîäèëè â ãëàçà íà P6, è ñåò÷àòêè îöåíèâàëè â ðàçëè÷íûå âðåìåííûå òî÷êè. Íà P21
ñåò÷àòêè ãëàç êàê ñ ââåäåíèåì Lin- HSC, òàê è ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê, âûãë äåëè
íîðìàëüíûìè ñ ïîëíûì ðàçâèòèåì âñåõ ñîñóäèñòûõ ñëîåâ è íîðìàëüíûì ðàçâèòèåì INL è
ONL (ôèãóðà 18D è 18H). Íà ïðèáëèçèòåëüíî P21 íà÷èíàëàñü äåãåíåðàöè  ñåò÷àòêè è
ïðîãðåññèðîâàëà ñ âîçðàñòîì. Ê P30 ñåò÷àòêè ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê ïðî âë ëè
ò æåëóþ äåãåíåðàöèþ ñîñóäèñòîé è íåéðîíàëüíîé ñåòåé (ôèãóðà 18I), â òî âðåì  êàê
ñåò÷àòêè ñ ââåäåíèåì Lin- HSC ïîääåðæèâàëè ïî÷òè íîðìàëüíûå ñîñóäèñòûå ñëîè è
ôîòîðåöåïòîðíûå êëåòêè (ôèãóðà 18E). Ðàçëè÷èå ìåæäó çàùèùåííûìè è íåçàùèùåííûìè
ãëàçàìè áûëî áîëåå âûðàæåííûì â áîëåå ïîçäíèå âðåìåííûå òî÷êè (ñðàâíåíèå ôèãóð 18F
è ñ 18G ïî 18J è 18K). Â ãëàçàõ ñ ëå÷åíèåì êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè ïðîãðåññè 
äåãåíåðàöèè ñîñóäîâ áûëà î÷åíü  ñíî âû âëåíà ñ ïîìîùüþ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî
îêðàøèâàíè  íà CD31 è êîëëàãåí IV (ôèãóðà 18I-K). Ãëàçà ñ ëå÷åíèåì êîíòðîëüíûìè
êëåòêàìè áûëè ïî÷òè ïîëíîñòüþ íåãàòèâíûìè â îòíîøåíèè CD31, â òî âðåì  êàê
ïîçèòèâíûå ïî êîëëàãåíó IV ñîñóäèñòûå «ïóòè» îñòàâàëèñü  âíûìè, óêàçûâà  íà òî, ÷òî
ïðîèñõîäèëà ðåãðåññè  ñîñóäîâ, à íå íåïîëíîå îáðàçîâàíèå ñîñóäîâ. Íàïðîòèâ, ãëàçà ñ
ëå÷åíèåì Lin- HSC èìåëè ñîñóäû, ïîçèòèâíûå êàê â îòíîøåíèè CD31, òàê è êîëëàãåíà IV,
÷òî âûãë äèò î÷åíü ñõîäíî ñ íîðìàëüíûìè ãëàçàìè äèêîãî òèïà (ñðàâíåíèå ôèãóð 18F è
18I).

Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåò÷àòîê ìûøåé rd/rd ïîñëå ëå÷åíè  Lin- HSC
Øèðîêîìàñøòàáíóþ ãåíîìèêó (àíàëèç ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàòðèö) ïðèìåí ëè äë  àíàëèçà

çàùèùåííûõ è íåçàùèùåííûõ ñåò÷àòîê äë  èäåíòèôèêàöèè ïðåäïîëàãàåìûõ ïîñðåäíèêîâ
íåéðîòðîôè÷åñêîé çàùèòû. Ýêñïðåññèþ ãåíîâ â ñåò÷àòêàõ ìûøåé rd1/rd1 ñ ëå÷åíèåì Lin-

HSC ñðàâíèâàëè ñ ñåò÷àòêàìè áåç ââåäåíè , à òàêæå ñ ñåò÷àòêàìè ñ ââåäåíèåì
êîíòðîëüíûõ êëåòîê (CD31-). Êàæäîå äàííîå ñðàâíåíèå áûëî ñäåëàíî â òðåõ ïîâòîðàõ. Äë 
òîãî ÷òîáû ðàññìàòðèâàòüñ  êàê ïðèñóòñòâóþùèå, äë  ãåíîâ òðåáîâàëîñü èìåòü óðîâíè
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ýêñïðåññèè, ïî ìåíüøåé ìåðå, â 2 ðàçà âûøå, ÷åì ôîíîâûé óðîâåíü âî âñåõ òðåõ
ïîâòîðàõ. Ãåíû, êîòîðûå ïîçèòèâíî ðåãóëèðîâàëèñü â ñåò÷àòêàõ, çàùèùåííûõ Lin- HSC, ïî
ñðàâíåíèþ ñ ñåò÷àòêàìè ìûøåé rd/rd ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê è áåç ââåäåíè 
ïîêàçàíû íà ôèã. 20, ïàíåëè A è B. Áîëüøèíñòâî èç ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè ïîçèòèâíî
ðåãóëèðóåìûõ ãåíîâ, âêëþ÷à  MAD è Ying Yang-1 (YY-1), êîäèðóþò áåëêè ñ ôóíêöè ìè,
âîâëå÷åííûìè â çàùèòó êëåòîê îò àïîïòîçà. Ð ä ãåíîâ êðèñòàëëèíà, êîòîðûå îáëàäàþò
ãîìîëîãèåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ôóíêöè ìè, ñõîäíûìè ñ èçâåñòíûìè áåëêàìè òåïëîâîãî
øîêà, âîâëå÷åííûìè â çàùèòó êëåòîê îò ñòðåññà, òàêæå ïîçèòèâíî ðåãóëèðîâàëèñü â
ñåò÷àòêàõ ñ ëå÷åíèåì Lin- HSC. Ýêñïðåññè  α-êðèñòàëëèíà ñ ïîìîùüþ
èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà îïðåäåëåíà â ONL (ôèã. 19).

Ìàòðè÷íóþ ÐÍÊ èç ñåò÷àòîê ìûøåé rd1/rd1, çàùèùåííûõ ñ ïîìîùüþ Lin- HSC ÷åëîâåêà,
ãèáðèäèçîâàëè ñî ñïåöèôè÷íûìè äë  ÷åëîâåêà ÷èïàìè ìèêðîìàòðèöû Affymetrix U133A.
Ïîñëå ñòðîãîãî àíàëèçà áûë íàéäåí ð ä ãåíîâ, äë  êîòîðûõ ýêñïðåññè  ìÐÍÊ áûëà
ñïåöèôè÷íîé äë  ÷åëîâåêà, âûøå ôîíà è ñóùåñòâåííî âûøå â ñåò÷àòêàõ, çàùèùåííûõ ñ
ïîìîùüþ Lin- HSC ÷åëîâåêà, ïî ñðàâíåíèþ ñ ñåò÷àòêàìè, çàùèùåííûìè ñ ïîìîùüþ Lin-

HSC ìûøè, è íåçàùèùåííûìè ñåò÷àòêàìè ñ ââåäåíèåì êîíòðîëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ôèã.
20, ïàíåëü C). CD6, ìîëåêóëà êëåòî÷íîé àäãåçèè, ýêñïðåññèðóþùà ñ  íà ïîâåðõíîñòè
ïðèìèòèâíûõ è íåäàâíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ CD34+ ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê, è èíòåðôåðîí àëüôà 13, äðóãîé ãåí, ýêñïðåññèðóåìûé ãåìàòîïîýòè÷åñêèìè
ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, îáà áûëè íàéäåíû ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ áèîèíôîðìàòèêè äë 
ìèêðîìàòðèö íà îñíîâå ïðîòîêîëà îïðåäåëåíè . Êðîìå òîãî, íåñêîëüêî ôàêòîðîâ ðîñòà è
íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ýêñïðåññèðîâàëèñü âûøå ôîíîâîãî óðîâí  îáðàçöàìè
ñåò÷àòîê ìûøè, çàùèùåííûõ Lin- HSC ÷åëîâåêà (ôèã. 20, ïàíåëü D).

Îáñóæäåíèå
Ìàðêåðû êîììèòèðîâàííîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê

ïðèìåí ëè äë  îòáîðà ïîëó÷åííîé èç êîñòíîãî ìîçãà íåãàòèâíîé ïîïóë öèè Lin- HSC,
ñîäåðæàùèõ EPC. Íåñìîòð  íà òî, ÷òî ñóáïîïóë öè  ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà Lin-

HSC, êîòîðà  ìîæåò ñëóæèòü â êà÷åñòâå EPC, íå îõàðàêòåðèçîâàíà ñ ïîìîùüþ îáû÷íî
ïðèìåí åìûõ ìàðêåðîâ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ïîâåäåíèå äàííûõ êëåòîê â
ðàçâèâàþùåéñ  èëè ïîâðåæäåííîé ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè ïîëíîñòüþ îòëè÷àåòñ  îò
òàêîâîãî, íàáëþäàåìîãî äë  ïîïóë öèé Lin+ èëè âçðîñëûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ýòè
êëåòêè èçáèðàòåëüíî íàïðàâë þòñ  ê ìåñòàì àíãèîãåíåçà ñåò÷àòêè è ó÷àñòâóþò â
îáðàçîâàíèè ïðîõîäèìûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ.

Íàñëåäñòâåííûå äåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíè  ñåò÷àòêè ÷àñòî ñîïðîâîæäàþòñ  ïîòåðåé
ñîñóäèñòîé ñåòè ñåò÷àòêè. Ýôôåêòèâíîå ëå÷åíèå òàêèõ çàáîëåâàíèé òðåáóåò
âîññòàíîâëåíè  ôóíêöèè, à òàêæå ïîääåðæàíè  êîìïëåêñíîé àðõèòåêòîíèêè òêàíè.
Íåñìîòð  íà òî, ÷òî â íåñêîëüêèõ ïîñëåäíèõ èññëåäîâàíè õ ïðîáîâàëè ïðèìåí òü
îïîñðåäîâàííóþ êëåòêàìè äîñòàâêó òðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ èëè ñàìèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
ìîæåò áûòü íåîáõîäèìî íåêîòîðîå ñî÷åòàíèå îáîèõ ñïîñîáîâ. Íàïðèìåð, ïðèìåíåíèå
òåðàïèè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè äë  ëå÷åíè  äåãåíåðàòèâíîãî çàáîëåâàíè  ñåò÷àòêè âåäåò ê
íåðåãóëèðóåìîìó ïîâûøåííîìó ðîñòó êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, ÷òî âåäåò ê ñåðüåçíîé
äåçèíòåãðàöèè íîðìàëüíîé àðõèòåêòîíèêè òêàíè ñåò÷àòêè. Ïðèìåíåíèå ñòâîëîâûõ êëåòîê
íåéðîíîâ èëè ñåò÷àòêè äë  ëå÷åíè  äåãåíåðàòèâíîãî çàáîëåâàíè  ñåò÷àòêè ìîæåò
âîññòàíîâèòü íåéðîíàëüíóþ ôóíêöèþ, íî ôóíêöèîíèðóþùà  ñîñóäèñòà  ñåòü äîëæíà áûòü
òàêæå íåîáõîäèìîé äë  ïîääåðæàíè  ôóíêöèîíàëüíîé öåëîñòíîñòè ñåò÷àòêè. Âêëþ÷åíèå
êëåòîê èç Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â ñîñóäû ñåò÷àòêè ìûøåé rd/rd
ñòàáèëèçèðîâàëî äåãåíåðèðóþùóþ ñîñóäèñòóþ ñåòü áåç äåçèíòåãðàöèè ñòðóêòóðû ñåò÷àòêè.
Ýòîò çàùèòíûé ýôôåêò íàáëþäàëñ  òàêæå, êîãäà êëåòêè ââîäèëè ìûøàì rd/rd íà P15. Òàê
êàê äåãåíåðàöè  ñîñóäîâ ó ìûøåé rd/rd íà÷èíàåòñ  íà P16, ýòî íàáëþäåíèå ðàñøèð åò
òåðàïåâòè÷åñêèå ðàìêè äë  ýôôåêòèâíîãî ëå÷åíè  Lin- HSC. Íåéðîíû ñåò÷àòêè è
ôîòîðåöåïòîðû ãëàç áûëè çàùèùåíû ïðè ââåäåíèåì Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
è â íèõ ïîääåðæèâàëàñü çðèòåëüíà  ôóíêöè .
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Lin- HSC, ïîëó÷åíûå èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëûõ, îáëàäàþò ñèëüíûì âàñêóë òîðíûì è
íåéðîòðîôè÷åñêèì ýôôåêòîì ïðè ââåäåíèè â ñòåêëîâèäíîå òåëî ìûøàì ñ äåãåíåðàòèâíûì
çàáîëåâàíèåì ñåò÷àòêè. Ýòî çàùèòíûé ýôôåêò ñîõðàí åòñ  äî 6 ìåñ öåâ ïîñëå ëå÷åíè  è
íàèáîëåå ýôôåêòèâåí ïðè ââåäåíèè Lin- HSC äî ïîëíîé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè (äî 16 äí 
ïîñëå ðîæäåíè  ó ìûøåé, ó êîòîðûõ îáû÷íî ïîëíà  äåãåíåðàöè  ñåò÷àòêè ïðî âë åòñ  íà
30 äåíü ïîñëå ðîæäåíè ). Ýòîò çàùèòíûé ýôôåêò íàáëþäàåòñ  â 2 ìûøèíûõ ìîäåë õ
äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè è, çàìå÷àòåëüíî, ÷òî ìîæåò äîñòèãàòüñ  ñ ïîìîùüþ Lin- HSC,
ïðîèñõîä ùèõ èç êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîãî ÷åëîâåêà, êîãäà ðåöèïèåíòîì  âë åòñ 
èììóíîäåôèöèòíûé ãðûçóí ñ äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè (íàïðèìåð, ìûøü SCID) èëè êîãäà
äîíîðîì  âë åòñ  ìûøü ñ äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè. Íåñìîòð  íà òî, ÷òî â íåñêîëüêèõ
ïîñëåäíèõ ñîîáùåíè õ îïèñàíà ÷àñòè÷íà  ôåíîòèïè÷åñêà  çàùèòà ó ìûøåé è ñîáàê ñ
äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè ïîñëå çàùèòû íà îñíîâå êîíñòðóêöèè âèðóñíîãî ãåíà è ãåíà äèêîãî
òèïà (Ali, et al. 2000, Nat Genet 25:306-310; Takahashi et al. 1999, J. Virol. 73:
7812-7816; Acland et al. 2001, Nat. Genet. 28:92-95.), íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå  âë åòñ 
ïåðâûì ïî îáùåìó òåðàïåâòè÷åñêîìó ýôôåêòó íà îñíîâå êëåòî÷íîé òåðàïèè, äîñòèãíóòîìó
ñ ïîìîùüþ çàùèòû ñîñóäèñòîé ñåòè. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíî ïðèìåíåíèå òàêîãî ïîäõîäà
ïðè òåðàïèè ãðóïïû çàáîëåâàíèé (íàïðèìåð, ïèãìåíòîçíîãî ðåòèíèòà) ñ áîëåå 100
èçâåñòíûìè ñâ çàííûìè ñ íèìè ìóòàöè ìè  âë åòñ  áîëåå ïðàêòè÷íûì, ÷åì ñîçäàíèå
èíäèâèäóàëüíîé ãåííîé òåðàïèè äë  ëå÷åíè  êàæäîé èçâåñòíîé ìóòàöèè.

Òî÷íà  ìîëåêóë ðíà  îñíîâà ýôôåêòà íåéðîòðîôè÷åñêîé çàùèòû îñòàåòñ  íåèçâåñòíîé,
íî îíà íàáëþäàåòñ  òîëüêî ïðè íàëè÷èè ñîïóòñòâóþùåé ñòàáèëèçàöèè/çàùèòû ñîñóäîâ.
Ïðèñóòñòâèå ââåäåííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê per se íåäîñòàòî÷íî äë  èíäóêöèè
íåéðîòðîôè÷åñêîé çàùèòû è  âíîå îòñóòñòâèå íåéðîíîâ, ïîëó÷åííûõ èç ñòâîëîâûõ êëåòîê,
âî âíåøíåì  äåðíîì ñëîå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî ââåäåííûå êëåòêè
òðàíñôîðìèðóþòñ  â ôîòîðåöåïòîðû. Äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ àíàëèçà íà
ýêñïðåññèîííûõ ãåííûõ ìèêðîìàòðèöàõ, äåìîíñòðèðóþò ñóùåñòâåííóþ ïîçèòèâíóþ
ðåãóë öèþ ãåíîâ, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, îáëàäàþò àíòèàïîïòîçíûìè ýôôåêòàìè. Òàê êàê
áîëüøåé ÷àñòüþ ãèáåëü íåéðîíîâ, íàáëþäàåìà  ïðè äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè, ïðîèñõîäèò â
ôîðìå àïîïòîçà, òàêà  çàùèòà ìîæåò èìåòü ñóùåñòâåííîå òåðàïåâòè÷åñêîå ïðåèìóùåñòâî
â óâåëè÷åíèè ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ôîòîðåöåïòîðîâ è äðóãèõ íåéðîíîâ, êëþ÷åâûõ äë 
çðèòåëüíîé ôóíêöèè ïðè äàííûõ çàáîëåâàíè õ. C-myc  âë åòñ  òðàíñêðèïöèîííûì
ôàêòîðîì, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â àïîïòîçå ïóòåì ïîçèòèâíîé ðåãóë öèè ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ
ñèãíàëüíîãî ïóòè, èíäóöèðóþùèõ àïîïòîç. Ýêñïðåññè  c-myc áûëà óâåëè÷åíà â 4,5 ðàçà ó
ìûøåé rd/rd ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì, ÷òî óêàçûâàåò íà åãî âîçìîæíîå âîâëå÷åíèå â
äåãåíåðàöèþ ôîòîðåöåïòîðîâ, íàáëþäàåìóþ ó ìûøè rd1/rd1. Mad1 è YY-1, äâà ãåíà,
ðåãóë öè  êîòîðûõ ñóùåñòâåííî àêòèâèðóåòñ  â ñåò÷àòêå, çàùèùåííîé Lin- HSC (ôèã. 20,
ïàíåëü A), èçâåñòíû êàê ïîäàâë þùèå àêòèâíîñòü c-myc, èíãèáèðó  òàêèì îáðàçîì
àïîïòîç, èíäóöèðóåìûé c-myc. Ãèïåðýêñïðåññè  Mad1, êàê áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ïîäàâë åò
èíäóöèðóåìóþ Fas àêòèâàöèþ êàñïàçû-8, äðóãîãî êëþ÷åâîãî êîìïîíåíòà àïîïòîçíîãî ïóòè.
Ïîçèòèâíà  ðåãóë öè  ýòèõ äâóõ ìîëåêóë ìîæåò èãðàòü ðîëü â çàùèòå ñåò÷àòêè îò
äåãåíåðàöèè ñîñóäîâ è íåéðîíîâ ïóòåì ïðåäîòâðàùåíè  èíèöèàöèè àïîïòîçà, êîòîðà 
îáû÷íî âåäåò ê äåãåíåðàöèè ó ìûøåé rd/rd.

Äðóãîé íàáîð ãåíîâ, ðåãóë öè  êîòîðûõ ñóùåñòâåííî àêòèâèðóåòñ  â ñåò÷àòêå,
çàùèùåííîé Lin- HSC, âêëþ÷àåò ÷ëåíû ñåìåéñòâà êðèñòàëëèíà (ôèã. 20, ïàíåëü B).
Ñõîäíûå ñ áåëêàìè òåïëîâîãî øîêà è äðóãèìè ñòðåññ-èíäóöèðóåìûìè áåëêàìè
êðèñòàëëèíû ìîãóò àêòèâèðîâàòüñ  ïðè ñòðåññå ñåò÷àòêè è îáåñïå÷èâàòü çàùèòíûé ýôôåêò
â îòíîøåíèè àïîïòîçà. Àíîìàëüíî íèçêà  ýêñïðåññè  αA-êðèñòàëëèíîâ êîððåëèðóåò ñ
ïîòåðåé ôîòîðåöåïòîðîâ êðûñèíîé ìîäåëè äèñòðîôèè ñåò÷àòêè, è íåäàâíèé ïðîòåîìíûé
àíàëèç ñåò÷àòêè ó ìûøè rd/rd ïîêàçàë èíäóêöèþ ïîçèòèâíîé ðåãóë öèè êðèñòàëëèíà â
îòâåò íà äåãåíåðàöèþ ñåò÷àòêè. Îñíîâûâà ñü íà ïîëó÷åííûõ íà ìèêðîìàòðèöàõ äàííûõ
çà âèòåëåé î çàùèùåííîé ñ ïîìîùüþ EPC ñåò÷àòêå ìûøåé rd/rd, ïîçèòèâíà  ðåãóë öè 
êðèñòàëëèíîâ, î÷åâèäíî, èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â îïîñðåäîâàííîé EPC íåéðîïðîòåêöèè
ñåò÷àòêè.
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Ãåíû, òàêèå êàê c-myc, Mad1, Yx-1 è êðèñòàëëèíû,  âë þòñ , âåðî òíî, ìåäèàòîðàìè
ñèãíàëüíîãî ïóòè çàùèòû íåðâíûõ êëåòîê. Íåéðîòðîôè÷åñêèå àãåíòû ìîãóò ðåãóëèðîâàòü
ýêñïðåññèþ àíòèàïîïòîçíûõ ãåíîâ, õîò  ïðîâåäåííûé çà âèòåë ìè àíàëèç íà
ìèêðîìàòðèöàõ çàùèùåííûõ ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè ñåò÷àòîê íå ïîêàçàë
èíäóêöèþ óâåëè÷åííîãî óðîâí  èçâåñòíûõ íåéðîòðîôè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Àíàëèç ñ ïîìîùüþ
ñïåöèôè÷íûõ äë  ÷åëîâåêà ÷èïîâ çàùèòû, îïîñðåäîâàííûõ ïðîèñõîä ùèìè èç êîñòíîãî
ìîçãà ÷åëîâåêà ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, ñ äðóãîé ñòîðîíû, äåéñòâèòåëüíî ïîêàçàë íèçêîå,
íî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ìíîãèõ ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.

Ïîçèòèâíî ðåãóëèðóåìûå ãåíû âêëþ÷àþò íåñêîëüêî ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà ôàêòîðà ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ è îòîôåðëèí. Ìóòàöèè â ãåíå îòîôåðëèíà ñâ çàíû ñ ãåíåòè÷åñêèìè
íàðóøåíè ìè, âåäóùèìè ê ãëóõîòå, îáóñëîâëåííîé ñëóõîâîé íåéðîïàòèåé. Âîçìîæíî, ÷òî
ïðîäóêöè  îòîôåðëèíà ââåäåííûìè Lin- HSC âíîñèò âêëàä òàêæå â ïðåäîòâðàùåíèå
íåéðîïàòèè ñåò÷àòêè. Èñòîðè÷åñêè, äîëãîå âðåì  ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ñîñóäèñòûå
èçìåíåíè , íàáëþäàåìûå ó áîëüíûõ è æèâîòíûõ ñ äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè,  âë þòñ 
âòîðè÷íûìè ïî îòíîøåíèþ ê ñíèæåíèþ ìåòàáîëè÷åñêîé ïîòðåáíîñòè â ñëó÷àå ãèáåëè
ôîòîðåöåïòîðîâ. Äàííûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ óêàçûâàþò íà òî, ÷òî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, äë  ìûøåé ñ íàñëåäñòâåííîé äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè ñîõðàíåíèå íîðìàëüíîé
ñîñóäèñòîé ñåòè ìîæåò ïîìî÷ü òàêæå â ïîääåðæàíèè êîìïîíåíòîâ âíåøíåãî  äåðíîãî ñëî .
Ïîñëåäíèå ñîîáùåíè  â ëèòåðàòóðå, âåðî òíî, ïîääåðæèâàþò êîíöåïöèþ î òîì, ÷òî
ñïåöèôè÷íà  äë  òêàíè ñîñóäèñòà  ñåòü îáëàäàåò òðîôè÷åñêèìè ýôôåêòàìè, êîòîðûå
ïðåâûøàþò îæèäàåìûå îò ïðîñòîãî îáåñïå÷åíè  «ïèòàíèåì» ÷åðåç ñîñóäû. Íàïðèìåð, â
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïå÷åíè ïîñëå ñòèìóë öèè VEGFR1 ìîæíî èíäóöèðîâàòü
ïðîäóêöèþ ôàêòîðîâ ðîñòà, êëþ÷åâûõ äë  ðåãåíåðàöèè è ïîääåðæàíè  ãåïàòîöèòîâ â îòâåò
íà ïîâðåæäåíèå ïå÷åíè (LeCouter et al. 2003, Science 299:890-893).

Ñõîäíûå ïîêàçàòåëüíûå âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ñîñóäîâ è
ïðèëåãàþùèìè ïàðåíõèìàòîçíûìè êëåòêàìè ïå÷åíè, êàê ñîîáùàëîñü, âîâëå÷åíû â
îðãàíîãåíåç ïå÷åíè êàê ðàç ïåðåä îáðàçîâàíèåì ôóíêöèîíèðóþùèõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ.
Ýíäîãåííà  ñîñóäèñòà  ñåòü ñåò÷àòêè ó èíäèâèäóóìîâ ñ äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè ìîæåò òàê
ñóùåñòâåííî íå ñîäåéñòâîâàòü çàùèòå, íî åñëè äàííà  ñîñóäèñòà  ñåòü ïîääåðæèâàåòñ 
ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè, ïðîèñõîä ùèìè èç ïîïóë öèé
ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, îíè ìîãóò ñäåëàòü ñîñóäèñòóþ ñåòü
áîëåå óñòîé÷èâîé ê äåãåíåðàöèè è â òî æå âðåì  ñîäåéñòâîâàòü âûæèâàíèþ íåðâíûõ
êëåòîê, òàê æå êàê è êëåòîê ñîñóäîâ. Ó ëþäåé ñ äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè çàäåðæêà
íàñòóïëåíè  ïîëíîé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ìîæåò îáåñïå÷èòü äîïîëíèòåëüíûìè ãîäàìè
çð ÷åé æèçíè. Æèâîòíûå, êîòîðûì ââîäèëè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
õàðàêòåðèçîâàëèñü ñóùåñòâåííûì ñîõðàíåíèåì ERG, êîòîðîå ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íûì
äë  ïîääåðæêè çðåíè .

Êëèíè÷åñêè øèðîêî ïðèçíàíî, ÷òî ìîæåò ïðîèñõîäèòü ñóùåñòâåííà  ïîòåð 
ôîòîðåöåïòîðîâ è äðóãèõ íåéðîíîâ, â òî âðåì  êàê âñå åùå ñîõðàí åòñ  çðèòåëüíà 
ôóíêöè . Íà íåêîòîðîé òî÷êå ïåðåñòóïàåòñ  êðèòè÷åñêèé ïîðîã è çðåíèå òåð åòñ . Òàê
êàê ïî÷òè âñå èç òèïîâ íàñëåäóåìîé äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè ÷åëîâåêà  âë þòñ  ðàíî, íî
ìåäëåííî íàñòóïàþùèìè, ìîæåò áûòü âîçìîæíîé èäåíòèôèêàöè  èíäèâèäóóìîâ ñ
äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè, ëå÷åíèå èõ ââåäåíèåì â ñòåêëîâèäíîå òåëî òðàíñïëàíòàòà
àóòîëîãè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è çàäåðæêà äåãåíåðàöèè ñåò÷àòêè,
ñîïðîâîæäàåìîé ïîòåðåé çðåíè . Äë  óñèëåíè  íàïðàâëåííîé äîñòàâêè è âêëþ÷åíè 
äàííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê äîëæíî áûòü æåëàòåëüíûì ïðèñóòñòâèå àêòèâèðîâàííûõ
àñòðîöèòîâ. Ýòî ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ñ ïîìîùüþ ðàííåãî ëå÷åíè , êîãäà ñóùåñòâóåò
àññîöèèðîâàííûé ãëèîç, èëè ïóòåì ïðèìåíåíè  ëàçåðà äë  ñòèìóë öèè ëîêàëüíîé
ïðîëèôåðàöèè àêòèâèðîâàííûõ àñòðîöèòîâ.

Ïîïóë öèè Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ñîäåðæàò ïîïóë öèþ EPC, êîòîðà 
ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü àíãèîãåíåç ñ ïîìîùüþ íàïðàâëåííîé äîñòàâêè ðåàêòèâèðîâàííûõ
àñòðîöèòîâ è âêëþ÷åíè  â óñòàíîâëåííóþ ìàòðèöó áåç äåçèíòåãðàöèè ñòðóêòóðû ñåò÷àòêè.
Lin- HSC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ òàêæå îáåñïå÷èâàþò íåîæèäàííûé äîëãîâðåìåííûé
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ýôôåêò íåéðîòðîôè÷åñêîé çàùèòû â ãëàçàõ, ñòðàäàþùèõ äåãåíåðàöèåé ñåò÷àòêè. Êðîìå
òîãî, ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå àóòîëîãè÷íûå êîìïîçèöèè Lin- HSC, ñîäåðæàùèå
EPC, ìîãóò áûòü òðàíñïëàíòèðîâàíû â èøåìè÷åñêèå èëè àíîìàëüíî âàñêóë ðèçîâàííûå
ãëàçà è ìîãóò ñòàáèëüíî âêëþ÷àòüñ  â íîâûå ñîñóäû è íåïðåðûâíî äîñòàâë òü
òåðàïåâòè÷åñêèå ìîëåêóëû ëîêàëüíî â òå÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè. Òàêà 
ëîêàëüíà  äîñòàâêà ãåíîâ, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ôàðìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû â
ôèçèîëîãè÷åñêè çíà÷èìûõ äîçàõ, ïðåäñòàâë åò ñîáîé íîâóþ ïàðàäèãìó ëå÷åíè  íå
èçëå÷èìûõ â íàñòî ùåå âðåì  ãëàçíûõ çàáîëåâàíèé.

Ìíîãî÷èñëåííûå âàðèàöèè è ìîäèôèêàöèè îïèñàííûõ âûøå âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè 
ìîæåò áûòü ñäåëàíî, íå âûõîä  èç ñóùíîñòè è îáëàñòè äàííîãî èçîáðåòåíè . Íèêàêèõ
îãðàíè÷åíèé êîíêðåòíûìè ïðîèëëþñòðèðîâàííûìè çäåñü âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè  íå
ðàññìàòðèâàåòñ  è íå ïîäðàçóìåâàåòñ .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ

íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùà  ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè,
íåãàòèâíûå ïî CD133 è ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
50% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí èíòåãðèíà à6 è, ïî ìåíüøåé ìåðå, 50%
êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD31.

2. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.1, ãäå êëåòêè ïîëó÷åíû èç êîñòíîãî
ìîçãà âçðîñëîé îñîáè.

3. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.1, ãäå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè
÷åëîâåêà.

4. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.1, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùà 
êëåòî÷íóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

5. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùà  ãåìàòîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè,
ïîçèòèâíûå ïî CD133 è ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
30% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí èíòåãðèíà à6 è, ïî ìåíüøåé ìåðå, 30%
êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD31.

6. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.5, ãäå êëåòêè ïîëó÷åíû èç êîñòíîãî
ìîçãà âçðîñëîé îñîáè.

7. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.5, ãäå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè
÷åëîâåêà.

8. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.5, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùà 
êëåòî÷íóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

9. Âûäåëåííà  ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ïîçèòèâíûõ èëè íåãàòèâíûõ ïî CD133, ïîëó÷åííà  èç
êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîé îñîáè ìëåêîïèòàþùåãî, ñîäåðæàùà  ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-
ïðåäøåñòâåííèêè, ïîëó÷åííà 

(a) ýêñòðàêöèåé êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîé îñîáè ìëåêîïèòàþùåãî;
(b) âûäåëåíèåì ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ èç êîñòíîãî ìîçãà;
(c) ìå÷åíèåì ìîíîöèòîâ íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ïðîòèâ îäíîãî

èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, âûáðàííûõ èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç CD2, CD3, CD4, CD11, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD24, CD33, CD36,
CD38, CD45, Ly-6G, TER-119, CD45RA, CD56, CD64, CD68, CD86, CD66b, HLA-DR è
CD235a;

(d) óäàëåíèåì ìîíîöèòîâ, êîòîðûå  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè óêàçàííîãî
îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè èç ìíîæåñòâà
ìîíîöèòîâ, è ïîëó÷åíèåì ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé
ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùåé ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè;

(e) ìå÷åíèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè ñòàäèè (d)
àíòèòåëîì, êîíüúþãèðîâàííûì ñ áèîòèíîì, ïðîòèâ CD133; è
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(f) îòäåëåíèåì ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ ïî CD133, îò ñòâîëîâûõ êëåòîê,
íåãàòèâíûõ ïî CD133, íàõîä ùèõñ  â ïîïóë öèè ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè.

10. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï 9, ãäå ìëåêîïèòàþùèì  âë åòñ 
÷åëîâåê, êëåòêè  âë þòñ  íåãàòèâíûìè ïî CD 133, ïî ìåíüøåé ìåðå, 50% êëåòîê
ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí èíòåãðèíà α6 è, ïî ìåíüøåé ìåðå, 50% êëåòîê
ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí CD31.

11. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.9, ãäå ìëåêîïèòàþùèì  âë åòñ 
÷åëîâåê, êëåòêè  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè ïî CD 133, ìåíåå 30% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò
ïîâåðõíîñòíûé àíòèãåí èíòåãðèíà α6 è ìåíåå 30% êëåòîê ýêñïðåññèðóåò ïîâåðõíîñòíûé
àíòèãåí CD31.

12. Âûäåëåííà  ïîïóë öè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.9, ãäå êëåòêè  âë þòñ  êëåòêàìè
÷åëîâåêà è ìîíîöèòû ìåò ò íà ñòàäèè (ñ) íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë
ïðîòèâ CD2, CD3, CD4, CD 11 à, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD33, CD38, CD45RA, CD64,
CD68, CD86 è CD235a.

13. Ñïîñîá âûäåëåíè  ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé
ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ïîçèòèâíûõ èëè íåãàòèâíûõ ïî CD133, èç êîñòíîãî ìîçãà
âçðîñëîé îñîáè, ñîäåðæàùåé ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, âêëþ÷àþùèé
ñòàäèè

(a) ýêñòðàãèðîâàíè  êîñòíîãî ìîçãà âçðîñëîé îñîáè ìëåêîïèòàþùåãî;
(b) âûäåëåíè  ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ èç êîñòíîãî ìîçãà;
(c) ìå÷åíè  ìîíîöèòîâ íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ïðîòèâ îäíîãî

èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, âûáðàííûõ èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç CD2, CD3, CD4, CD11, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD24, CD33, CD36,
CD38, CD45, Ly-6G, TER-119, CD45RA, CD56, CD64, CD68, CD86, CD66b, HLA-DR è
CD235a;

(d) óäàëåíè  ìîíîöèòîâ, êîòîðûå  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè óêàçàííîãî îäíîãî
èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè èç ìíîæåñòâà
ìîíîöèòîâ, è ïîëó÷åíè  ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùåé ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè;

(e) ìå÷åíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè êîíüúþãèðîâàííûì ñ
áèîòèíîì àíòèòåëîì ïðîòèâ CD133; è

(f) îòäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ ïî CD133, îò ñòâîëîâûõ êëåòîê,
íåãàòèâíûõ ïî CD133, íàõîä ùèõñ  â ïîïóë öèè ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè.

14. Ñïîñîá ïî ï.13, ãäå ìëåêîïèòàþùèì  âë åòñ  ÷åëîâåê, è ìîíîöèòû ìåò ò íà ñòàäèè
(ñ) íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ïðîòèâ CD2, CD3, CD4, CD11a, Mac-1,
CD14, CD16, CD19, CD33, CD38, CD45RA, CD64, CD68, CD86 è CD235a.

15. Ñïîñîá óñèëåíè  íåîâàñêóë ðèçàöèè ñåò÷àòêè ìëåêîïèòàþùåãî, âêëþ÷àþùèé
ââåäåíèå â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà ìëåêîïèòàþùåãî, ïðè íåîáõîäèìîñòè
íåîâàñêóë ðèçàöèè ñåò÷àòêè, ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé
ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè ïî ï.1, ãäå ñòâîëîâûå êëåòêè ïîëó÷àþò èç êîñòíîãî ìîçãà òîãî æå
âèäà ìëåêîïèòàþùåãî, â ÷åé ãëàç ââîä ò êëåòêè.

16. Ñïîñîá ëå÷åíè  ãëàçíîãî çàáîëåâàíè  ó ìëåêîïèòàþùåãî, âêëþ÷àþùèé âûäåëåíèå
èç êîñòíîãî ìîçãà ìëåêîïèòàþùåãî ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ïîçèòèâíûõ èëè íåãàòèâíûõ ïî CD 133, êîòîðà 
ñîäåðæèò ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, ïóòåì

(a) ýêñòðàêöèè êîñòíîãî ìîçãà ìëåêîïèòàþùåãî, ñòðàäàþùåãî ãëàçíûì çàáîëåâàíèåì;
(b) îòäåëåíè  ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ èç êîñòíîãî ìîçãà;
(c) ìå÷åíè  ìîíîöèòîâ íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé

äèôôåðåíöèðîâêè ïðîòèâ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, âûáðàííûõ èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç CD2, CD3, CD4, CD11, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD24,
CD33, CD36, CD38, CD45, Ly-6G, TER-119, CD45RA, CD56, CD64, CD68, CD86, CD66b, HLA-
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DR è CD235a;
(d) îòäåëåíè  ìîíîöèòîâ, êîòîðûå  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè óêàçàííîãî

îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèé äèôôåðåíöèðîâêè èç ìíîæåñòâà
ìîíîöèòîâ, è ïîëó÷åíè  ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùåé ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè;

(e) ìå÷åíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè àíòèòåëîì,
êîíüþãèðîâàííûì ñ áèîòèíîì, ïðîòèâ CD133;

(f) îòäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ ïî CD133, îò ñòâîëîâûõ êëåòîê,
íåãàòèâíûõ ïî CD133, íàõîä ùèõñ  â ïîïóë öèè ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè;

è ïîñëåäóþùåãî ââåäåíè  â ñòåêëîâèäíîå òåëî ãëàçà ìëåêîïèòàþùåãî âûäåëåííûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ïîçèòèâíûõ èëè íåãàòèâíûõ ïî
CD133, â êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷íîì äë  ñíèæåíè  ýôôåêòîâ çàáîëåâàíè .

17. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå çàáîëåâàíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé äåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå
ñåò÷àòêè.

18. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå çàáîëåâàíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé äåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå
ñîñóäîâ ñåò÷àòêè.

19. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå çàáîëåâàíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé, ñâ çàííóþ ñ âîçðàñòîì
äåãåíåðàöèþ æåëòîãî ï òíà.

20. Ñïîñîá ïî ï 16, ãäå çàáîëåâàíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé äèàáåòè÷åñêóþ ðåòèíîïàòèþ.
21. Ïîïóë öè  òðàíñôåöèðîâàííûõ ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé

ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùà  ïîïóë öèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ï.1 èëè ï.8,
òðàíñôåöèðîâàííûõ îïåðàáåëüíûì ãåíîì, êîòîðûé êîäèðóåò òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûé
ïåïòèä, ñîäåðæàùèé Ò2-òðèïòîôàíèë-òÐÍÊ ñèíòåòàçó (T2-TrpRS).

22. Ïîïóë öè  òðàíñôåöèðîâàííûõ ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé
ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, ïîçèòèâíà  èëè íåãàòèâíà  ïî CD133, ïîëó÷åííà  ïóòåì

(a) ýêñòðàêöèè êîñòíîãî ìîçãà èç âçðîñëîé îñîáè ìëåêîïèòàþùåãî;
(b) âûäåëåíè  ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ èç êîñòíîãî ìîçãà;
(c) ìå÷åíè  ìíîæåñòâà ìîíîöèòîâ íàáîðîì êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì àíòèòåë ëèíèé

äèôôåðåíöèðîâêè ïðîòèâ CD2, CD3, CD4, CD11, CD11a, Mac-1, CD14, CD16, CD19, CD24,
CD33, CD36, CD38, CD45,  Ly-6G, TER-119, CD45RA, CD56, CD64, CD68, CD86, CD66b,
HLA-DR è CD235a;

(d) îòäåëåíè  ìîíîöèòîâ, êîòîðûå  âë þòñ  ïîçèòèâíûìè â îòíîøåíèè óêàçàííîãî
îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè, èç ìíîæåñòâà
ìîíîöèòîâ è ïîëó÷åíè  ïîïóë öèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè, ñîäåðæàùåé ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè;

(e) ìå÷åíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè äèôôåðåíöèðîâêè àíòèòåëîì,
êîíüþãèðîâàííûì ñ áèîòèíîì, ïðîòèâ CD133;

(f) îòäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ ïî CD133, îò ñòâîëîâûõ êëåòîê,
íåãàòèâíûõ ïî CD133, íàõîä ùèõñ  â ïîïóë öèè ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè; è

(å) òðàíñôåêöèè ãåìàòîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåãàòèâíîé ëèíèè
äèôôåðåíöèðîâêè, ïîçèòèâíûõ èëè íåãàòèâíûõ ïî CD133, ïîëó÷åííûõ íà ñòàäèè (f),
ïîëèíóêëåîòèäîì, êîòîðûé îïåðàáåëüíî êîäèðóåò òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûé ïåïòèä,
ñîäåðæàùèé Ò2-òðèïòîôàíèë-òÐÍÊ ñèíòåòàçó (T2-TrpRS).
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