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CTBOJIOBBE KJIETKM M KJIETKM [OOXEJIYIOUHOWM XEJIESE, WCIOJNB3YEMEE
IOJIA JIEUEHMA MHCYJIMHO3ABUCHMMOI'O CAXAPHOI'O IMAEBETA

[IEPEKPECTHAA CCEUIKA HA POHOCTBEHHEE 3SAABKV HA ITATEHT

HacTodmas 3adBKa MCIpallMBaeT [IPUOPUTET IIpeldBapUTeJIbLHOMU
sagBku CIIA N61/664259, nomaHHOM 26 mioHa 2012 rToma, coIepxaHue
KOTOPOM BKJIOUEHO B HACTOAMYyW 3asBKYy IIOCPeICTBOM CCHUIKM BO BCeM
CBOEM TIIOJIHOTE.

YPOBEHE TEXHVKNM VMSOBPETEHNMA

A. BoCTpeBOBaHHOCTL TMaHKpeaTUUeCKUMX SHIOKPUMHHEIX KJIETOK

VHCYJIMHO 3a BUCHUMEBIN caxapHeEM  OuabeT npencraBjgeT cobon

3abojieBaHre,  xapakTepusylmeecsd IIOTepel  MHCYJIMHIIPOIYLUMPYOMUX

KJIETOK IOmIXKEeJYIOUHOM XKeJjie3bl. KieTkwu, OpoOyUMpyIMe MWHCYJIWH,
Takxe HaszbHBaeMble “OeTa’”-KJjIeTKaMM, Kak TIpaBWUJIO, HaXOOATCHA B
HeBoJIbIMX chepuuecKmx CTPYKTYpax, HasHBaeMEX "oCcTpoBKaAMU

JlaHTepraHca”, KOTOPHE PAaCIOJIOXeHE IO BCeM NOIKeIyOOUHOM XeJiese.
IokazaHO, UTO Yy JIOIeV ¥ XKMBOTHHX TPAaAHCIJIAHTAT 3aMemlaliomx
OCTPOBKOB JlaHTepraHca, CcomepXalrx OYyHKUMOHAJIBHEE OeTa-KJIIeTKH,
MOXET BBUIEUMTL MHCYJIMHO3ABUCUMEIM ImabeT. IIpM ITaHHOM IOpollelype
OCTPOBKM BHIOEJIAT M3 IIOMKEJIYOOUHEIX XeJle3 OOHOTO wmiam 0OoJiee
yMepumrx ITOHOPOB OpPI'aHOB ¥ BBOOAT B OIOMH M3 PAa3JIMUHEIX YUYaCTKOB
opraHmM3sMa. HeKOTOpHE OCTPOBKU IIEPEHOCAT NPOolLenypy U IPpUXMBAKTCA
B OpTraHu3Me, B KOTOPOM OHM IMIPOOYLUMPYIT U CEKPeETUPYIT MHCYJIVH.
O9Ta npolenypa MOXeT OHTL OOCTATOUHOM IJIS M3JIeUeHMs IlallMeHTa Ha
HECKOJIBKO JjeT, oo OKOHUaHU4g MIPOOOJIKUTEJIEHOCTHU KVB3HU
IepecaxeHHHX OCTPOBKOB. CM. Shapiro (2011) m Robertson (2010).

XoTa HaHHHEM I[OIpolLlecC TIo3BoJiAeT 200eKTMBHO JieuuTh nOuaberT,
OOHOPCKMUX MNOIXEJIYIOUHEIX XeJjle3 OOCTaTOUHO OJd JIeUeHUS TOJBKO
He®OoJIBLIIOM YacTHM IIallMeHTOB C caXapHuM guadeToM. B CBA3UM C 2TUM
HeOOXOOUMEL aJilb TEPHATUMEHEE MCTOUHMKM OeTa—-KJIIETOK IIaHKpeaTUUeCKUX
OCTPOBKOB.

B. AJILTEPHATUBHHY MCTOUHMK KJIETOK IMNOIXKEJIYIOUHOM XeJie3hH

[lepCreKTUBHBEM MCTOUHUKOM 3aMeCTUTEJIbHEIX KJIETOK
IOIXKEJIy DOUHOM KeJIe3H, KOTOPHM NIPpUBJIIEK QoJismoe BHMMaHME,

ABJIAKRTCA TIJTIOPUIIO TEHTHEE CTBOJIOBEE KRIIETKNM . HJ'[IOpMHOTeHTHbIe



CTBOJIOBHE KJIETKM [IOJIYYAlT M3 5MOPMOHAa, WM MX MOXHO CO304aTh
MCKYCCTBEHHO, IIYTeM IIPUBENEHUI IIOJIHOCTLEILD IMdOepeHUMPOBaHHEX
COMaTUUECKUX KJIETOK B COCTOHAHMUEe, IIO0ODODHOe SMOPMOTUUECKOMY, TO
ecTh IOyTeM "penporpaMMMpoBaHMA" 3pesiblX KIJIIETOK B KJIETKM, IIOXOXMe
Ha KJIETKM, KOTOpPHEe I[IoJiyYanT M3 5SMOpMOHa. He3aBUCHMMO OT TOTO
[IOJIYYEeHEL Jn KJIETKM ns SMOPHOHA W CO3IOaHEH nyrem
penporpaMMMpOBaHna, BCe ILIOPUIIOTEHTHEE CTBOJIOBEE KJIETKM MMEKT
TPU XapaKTEepUCTUKMA:

— DKCIpPpEeCcCHUMAa TeHOB CTBOJIOBEIX KJIETOK: OHM DKCIPECCUPYIOT
TeHb, OOBUHO BKCIPeCCUPOBaHHHE Ha pPaHHeM CcTaauu 5SMOPMOHAJIBEHOTO
PaszsBUTUA MIECKONUTAIMINX .

- DeccMepTHe: TeOpeTHUYEeCKM MX MOXHO BHpAallMBATL B KYJLTYPE
B HeOT'PaHMUEHHEX KOJIMUeCcTBax.

- CO3peBaHue 1o BCeM HalpaBJIeHUAM InddepeHIIMPOBKHA
OpraHM3Ma MIEKONUTAKIEeTro: BCE 3peJiEle  OPraHB  I[IPOUMCXOOAT U3
ODHOTO M3 Tpex HalpaBJeHUM IMbOepeHUMPOBKM TKaHEeM pPaHHEeTO B»Talla
SMOPMOHAJBHOTO Pas3BUTUA. YKa3aHHEE TKaHM OPelCcTaBJIAIT CoOoM
SHTOOEPMY, U3 KOTOpOoM QOopMMPYKTCS HNOIXKEeJyHOOoUHas Xejie3a U IpyTue
OPTaHH  XeJIYOOUHO-KUIIEUHOTI'O TpakTa, Me30IepMy, 13  KOTOpOM
00pasylnTCsa MHIIUE M CKEJIeT, M BKTONEPMy, M3 KOTOpOM QopMUPYeTCSs
MO3T M Koxa. Cm. Yamanaka (2012), Plath (2011), Lai, (2011), wm
Stover (2011).

PazpaboTaHH IIPOTOKOJE 00paboTKM ILJIIOPUIIOTEHTHEX CTBOJIOBHX
KJIETOK MOJIA I[OJIyUeHUS KJIETOK IIOIXKeJIyOOUHOM XeJjie3h. HeKOoTOopHe u3

YRKa3aHHEIX IIPOTOKOJIOB ITIO3BOJIAT YIIPaBRJIATE HM@@epeHLU/IpOBKOIZ

TLJTIOPUIIO T €HTHBIX CTBOJIOBHX KJIETOK c [IOJIy4eHVEM bOopPMEI,
HalloMMHamen dbopmy beTaJbHEX nIpelmecTBEHHUKOB OCTPOBKOB
JlauTepraHca. CMm. Kroon (2008), m Rezania (2011). OmHakKoO HM OIOMUH

IIPOTOKOJI He IIO3BOJISET IIOJIYYMTE I[IaHKpeaTUUeCKMe KJIETKM, KOTOPHE
CIIOCOOHEL K naJibHelmeMy CO3pPeBaHNID B byHKIMOHAJLHEE,
VMHCYJIMHIIPOOYLUPYIME  KJIETKH, KOTOPEIE MOXHO  MCIOJIE30BATL B
TepaleBTUYECKUX LeJIIX YIIOMSAHYTHM BBHIIE CIOCOOOM.

OBLIUHEE IIPOTOKOJIEL IIOJIYUEeHU I KJIETOK-IIpeeCTBEHHNKOB
OMKEeJIYOOUHOM XeJIe3H MMEeT PSSO HeIOUeTOB M HeJOoCTaTKOB, HO
KJIOUEBEIMM CPEeOV HUX SABJIATCS CJedyiolume :

- llonyjaauum KJIETOKR-IIPpeIMeCTBEHHNMKOB nonmeﬂynquoﬁ XKeJIEe3H



He ABJIAIOTCSA UM CTEIMH, IIOCKOJILKY OHU 3aTpPA3HEHH
HelaHKpeaTUUYeCKMMM KJIeTKaMM. [JIOPUIIOTEeHTHEE CTBOJIOBHE KJIETKU
[IpenpaclrioJIOXeHs K o0pas30BaHUI BCEX TpexX 3BapOoOlBIIEBEX JIMCTKOB.
[losToMy naxe Haubojiee 2OOEeKTHMBHEM I[IPOTOKOJ IIO3BOJIAET IMIOJYUYUTH
IOy JIALUA NaHKpeaTUUueCKUX KJIETOK, CMellaHHBEIX c
HellaHKpeaTUYeCKMMU KJIeTKaMM.

- Tlonyngauuy KJIETOK-IPpelleCTBEeHHMKOB IIOIKEJIYIOUHOM XeJie 3
3arpsA3HEeHH He3peJlBIMM  KJIeTKaMM. YKasaHHHe KJIeTKM COXPaHSKT
cBoOMcCTBO OeccMepTUsS ¥ MOTYT BHSBBATL Pa3BUTHE OIYyXOJM IIOCJIe
TpaHCIJIaHTaUuM HalueHTy .

- KieTku-TpenmeCcTBeHHVKM IOIXEeJIYyIOUHOM XeJie3E He CO3peBalioT
B TIOJIHOCTLI OQYHKIMOHAJIbHEE MHCYJIMHIPOOYUMpPYMMe OeTa-KJIeTKM.

- B mpoTokoJax KyJbTHUBUPOBAHMA KJIETOK MCIHOJL3YIT pPeaTleHTH
¥ TpolenypH, KOTOPHEe, Kak I[OIpaBWJO, B3alpelleHH pelyJIMpYIMMH/
opraHaMM IJIS NPMMeHeHUMSa Yy UYeJIOBeKa.

CM. Matveyenko (2010), Tahamtani (2013). CM. TakXxe pa3nel
21 Cpoma demepalibHEIX NOCTaHOBJeHMM CIIA, uyacTe 1271.

C. KileTouHas IeTepOTeHHOCTEL 3PeJIOM MHOIXKEeJIYIOUHOM XeJle3hH

OCTPOBKM BOBHMKAKT BO BpeMsa »5MOpuoOTeHe3a U3  KIeTOK-—

InpengmeCTBEeHHMKOEB, KOTOPHE OTIIOUKORBEBAKTCHA oT PasBMBaKIMXCA

IIPOTOKOB TOIXEJIYIOUHOM XKeJie3hl. B  TeueHMe XM3HM  3I0POBOTO
yeJIOBeKa, feTa-KJIeTKU IPOU3BOOATCH VICKJIOUMTEJIBLHO nyTeMm
periMKalumM cymecTBylmmx ©OeTa-kJjJeTok. CM. Dor (2004). Ilpouecc

permkauumy 6eTa-KJIEeTOK MIPOUMCXOOUT OHCTpee B TeueHMe IIepUOIOB
yBeJIMUeHU I Beca, BepeMeHHOCTH u BOCCTAHOBJIEHUSA nocJie
IOBPEXOeHUS  TOIKeJIyIOUHOM  XeJie3H. IOo HacToAmeIo BpPEMeHU
M3OJIMPOBAaHHEE OeTa—-KJeTKM He pellJIMUMPOBaJIMCE B KyJIbType 0e3
YTpaTH MX CBOMCTB 3peJIxX KJIeTok. CM. Pagluca (2013).

CTBOJIOBEE KJIETKU IOmMKEeIyDOUYHOM KeJie 3H NI KJIeTKU~—
IpeldlleCTBEHHUKY He  ONpelelaJMCcCb B  3peJio TKaHM B XOIe
SKCIIEPUMEHTOB IO OTCJIEXMBAHUID JIMHUM IUbGOEePeHUMPOBKM KJIETOK. TeMm
He MeHee, B pale OyOJaMKaUMM OIMCAaHH KJIETKM, BHIOEJIEHHHEe U3
IOIXKEJIYyOOUHOM  XKeJle3h MIEeKONMTaKkmMx, KOTOPHe, KakK CuMuMTawnT,
IPOSABJIAIT HEeKOTOPHE XapaKTepUCTUKM CTBOJIOBHX KJIETOK. YKa3aHHEHE
KJIeTKM OBUIM MUIOeHTUOUUMPOBAHEL B TKaHM IIPOTOKOB, B SK30KPUHHON

TKaHM ¥ B CcaMMX OCTpOBkKax. Hamnpmummep, cM. Gong (2012), Noguchi



(2010), m Ciba (2009). OHM oIOMCaHE, Kak KMellMe OTPaHUUeHHYI
CIIOCOOHOCTE K  pPeluiMKaluuMM M CIOCOOHBEE MHOYLUMPOBATBHCH  OJIA
DKCIIPECCUNM MHCYJIMHA .

Kpowme TOTO, B HECKOJIbKMX Oy OJIMKOBAaHHEIX rnaTeHTHHX
OOKYMEHTAax OIMCaHB B3POCJEle CTBOJIOBEE KJIETKM, KOTOPHE, Kak
yKasaHo, IOJIy4YalnT HeloCPeOCTBeHHO M3 3peJiod IIOIXeJIYIOUHOM
XeJjlesel. CM. naTeHTH CIA N6436704, N6815203, N7544510, N8110399
um M8377689, wm Takxe OoIoyOJMKOBAHHYI 2asBKY Ha InaTeHT CIIA
w2004/0115805.

YKa3aHHBE KJIETOUHHE IIONYJIALMM He IPOM3BOOMJIMCE B MacmTabe,
HeoOXOoOVMOM IJIS JieueHMs IIallMeHTa, ¥ HM OJIS OIHOM U3 KJIEeTOUHBIX
IOmyJIAlMM He  OBJIO TIIOKa3aHo, UYTO OHa CeKpeTupyeT UMHCYJIMH
COOTBeTCTByKIMM o0OpasoM B OTBET Ha TJIKKO3y. Ilo yKa3aHHBEM
IpMYMHAM IOaHHBEE KJIETOUHEBE IIONYJIAUMM He MVMEeJIM KJIVMHUYEeCKOT'O
sbdberTa.

Hanpumep, B naTeHTe CIIA NM8377689 omnmcaHbe I[IaHKpeaTUUeCKMe
KJIETKM, KOTOPHE KaK CuUMTawT, PasMHOXaKTCHA B KyJbType, U Y
KOTOPHX MOXHO MHIYLUMPOBATH BKCIPEeCCHI MHCyJIMHa. OIOHakKo, Kak
OIIMCHBAETCH, YKa3aHHBE KIETKM MMeJIM OIPaHMUEHHYKD PellJIMKaTUBHYI
CIIOCOOHOCTE ¥ He CcO3peBajii B IIOJHOCTHEIL OQYHKIUMOHAaJIbHEIE OeTa-
KJIeTKM, WM, II0 MeHbIleM Mepe, OBJIM He CIOCOOHH BHB3BATL perpecc
onadteTa B MOIOeJAX TPHBYHOB. [IpyI'MMM CJioBaMM, CUMTamwT, UYTO
[IOJIYUYEeHHHE pesyJIbTaTH 1o CymeCcTBY IIOKAa3EBAKT B MO eJIn
"mnabeTnueckoy  Memm", "BOCCTaHOBJIEHVE OT ... TUIEPIJIMKEMUN
(>400 MT/mOJI) OO HOUTHM HOpMaJjbHOI'O YpPoBHS (<300 Mr/mj) B TeueHUe
IATM HeleJb, B TO BpeMsa kKak y OIuadbeTHUyeCKOM MHIM, KOTOPOM He
INIPOBOOMJIM TpPaHCIJIaHTaluio, HabJoialXM TIUIEepTJIMKEMMI B TeUeHNe
BCeI'0 Iepuoma wuccijenoeaHmusa." KoJjioHka 45, 1nocje CTpoku 18 wu
majee (kypcue poOaBJieH) . OmHako B MOoIesiM 1nuabeTa - MbIIEM
"HOPMAaJILHEM YpPOBeHL" cocTaBJjdeT NOpubiamM3uTesbHO 150 Mr/mi, Torma
KakK YCTOMUMBEI [IoKasaTeJlb Cceolle 250 Mr/mji, kKak coofmaliocs,
CUunMTaeTCsa INOATBEPXIEHMEM CTabMIBHOTO IMabeTUMUeCKOTI'O COCTOSHUA.
CMm., Hamnpumep, Dang (2013).

TakuM obBpa3oM, I[IOTeHUMaJl CcTpaTeruy JedeHusa nmuabera C
[IOMOIILID TPAaHCIUIaHTalUMM CYyppOTaTHHX OeTa-KJIIETOK WMJIM OCTPOBKOB

JlJaHTepTraHca ocCTajJIcd BO MHOT'OM HepeaJIM30BaHHEIMK M3—-3a OTCYTCTBUA



MacmradbupyeMoTro MCTOUHMKA TepaleBTUUEeCKMX KIeTOK IIOMXKeJIyIOUHOM
keJie3H papMalleBTUUECKOM CTelleHM UMCTOTEH.

YKasaHHad JacThb PaBoTh oTJIMYaeTCs oT nsobpeTeHu4d,
ONIMCaHHOTO B OaHHOM IOOKYMEeHTe, IIOCKOJIBKY OHa OTHOCUTCH K
BEIOEJIEHUIO CTBOJIOBOM KJIETKU ns3 IOMKEeJIyIOUHOM KeJie3h
MIIeKonuTammMx . HacTodmee wm300peTeHMe OTHOCUTCH K BBEIOEJIEHUIO
[IOJIHOCTBIO 3PeJio¥, HEeCTBOJIOBOM KJETKM U3 IIOIXEeJIYIOUHOM XeJie 3l
WM OPpYyToro MCTOUHMKA, KOTopyk obpabaTHBalwT B KYJIBTYPpe OJ4A
IIOJIYUEeHMsI Y Hee XapaKTepuCTUK CTBOJIOBOM KJIETKM. YKa3aHHBM
crioco® OCHOBaH Ha MCIOJNB30BaHMM TEHEeTMUeCKOTO pasHoobpa3uda
3peJitiX KJIETOK B IIpelejlax OpTlaHOB UeJioBekKa IJISd UWISeHTUOUMKALIUU
CYONOoNyJIauuy, KOTOpYI MOXHO 00paboTaTh C IIOJyUeHMeM CTBOJIOBOM
KJIETKHU OJIs TepaleBTUUeCKOTO NIpUMeHeHW S . T'eHeTHUueckoOe
pasHoobpasme KJETOK, MNIPUCYTCTBYKRIMX B 3peJikiX TKaHAX UeJIOBeKa,
OLIEHEHO TOJILKO B TIIOCJeHee BpeMsfa, U TpaIulMOHHOE IIOHUMMAaHMue
ABJISETCHA HEeIOJIHEM B OTHOMEHMM KJIeTOUHOM TeTepOoTeHHOCTM 3peJion
IOIIKeJIYOOUHOM XeJie3H.

CYIIHOCTb M3OEPETEHNUA

Kak oTMeualyioCk, COBpPEeMeHHEEe TeXHOJIOTUM CO3OaHMAg KJIIETOK
IOIXEeJIY IOUHOM KeJie 35 He [IO3BOJIAT [NOJIYUUTH SOOEeKTUBHEE
CYyppOoTaTHHE KIJIEeTKM I[IOIXKeJIyOOUHOM XeJIe3H, T.e. KJIeTKM, KOTOpPHEe
MOXHO IIlepecaluThb B Kakoe—-JiMbOO MeCTO B OpTlaHM3Me MIeKOIMTaKnlero,
TIe OHUM TIPMXMBATCS UM BHIIOJHSOT QYHKIMIO eCTeCTBEeHHOM KJIETKU
IOIXKEJIYOOUHOM KeJIe3H . HacTosdmee n300peTeHne Io3BOJIAET
IpeonojyieTh 3TO OTpaHNUEeHME u opyrue HeOooCTaTKA nyTeM
IpenocTaBJIEHUA CYyppOTaTHEIX KJIETOK IIOIKEJIYOOUHOM  XeJIe3H U
KOMIIOBUIIMM, COOepXalx KJIeTKM, KOTOPpHe MMelnT dapMalleBTUUeCKYIO
CTelleHb UMCTOTE, TO €eCThb KOTOpPHEe OOODPeHH IJi MeOIUIMHCKOTO
IpUMeHeHMsI YHOpabJieHMeM I[I0 CaHUMTapHOMYy Hal30py 3a KauecTBOM
[IMIIEeBEHX I[IPOOYKTOBR M MeIMKaMeHTORBR CIA (FDA) U/ U OpyTHUMHA
IMONOOHEMM KOHTPOJMPYKIMMKM oOopTaHaMu. CM., HalpuMep, pasz3nen 21
CBoma OenlepaJibHHX I[OoCTaHOBJeHuM CIMA, uyacTe 1271, coIepXxaHue
KOTOPOTO BKJIOUEHO B OIMCaHMe IIOCPeICTBOM CCHJIKM BO BCeH
[IOJIHOTE .

UTOo KacaeTcsda KJIeTOUHOM TepalMM uejloBekKa, B LEJIOM, KPpUTepUM

InprneMjIieMoCcT!, HMCIIOJIbE 3y EMEIE KOHTPOJIMPYIIMMI opraHaMMm BO BCeEM



MMpe, IMOoOUepKMBaKT Oe30IIacHOCTE M 20QeKTUMBHOCTL MCIIOJb3YEMBIX
KJIeTOK. lleHTpalJIbHEIMM HpobiieMaMu Oe30IIacHOCTM B IaHHOM KOHTEKCTE
ABJAKTCA (1) CKJIOHHOCTHL KJIETOK K o0pa30oBaHM onoyxoJsm, u (ii)
PUCK Iepellauy TOKCUUHEX, MWMMYyHOT'€HHEX WM MHOEKUIMOHHEIX UYaCTHIL
oT peareHToOB KUBOTHOT'O [IPOUCXOXIOEHU S, C KOTOPEMM  MOTIJIM
KOHTaKTUPOBaTh KJIETKU . Kpurepumn 50beKTUBHOCTHU BKJIOUAT
cyenyoiuee:  IMONYJSLUMS KJIETOK  ABJISETCS AaKTHMBHOM B OTHOUEHUM
DAaHHOM KJIETOUHOM OQYHKUMM ¥ CTabujbHOM B TeueHMe 50OeKTHUBHOTO
nepuoma JieueHUd.

CoOOTBETCTBEHHO, KOMIIOBULMA IO U300peTeHun, coepxama s
CYPPOTAaTHEE KJIEeTKM IIOIKeJIYOOUHOM  KeJlesH, (1) HEe COIEepXUT
KJIETKM, HEe VMeKIMe TepalleBTUUYECKOT'O IIPMMEHEHMS, KOTOPHEE CHWXAKT
AKTMBHOCTBL WMJIM BHIIOJIHAKT HeXeJlaTeJIbHBEEe QYHKIMM, HO COCTaBJIAKIME
ee KJIETKM, WVMeEKMMe TepalleBTUUYeCKOe INpUMeHeHUe, (2) KyJIbTUBUPRYIOT
c VICIIOJIE 30BAHUEM OoTIpeneJIe HHHX KOMIIOHEHTOB, HEXVBOTHOTO
IPOUCXOXIEHN A, B COOTBETCTBUU C MeXIYyHapOIHHMM  [IPWHSITHMA
CTaHmapTaMv, M (3) He HABJAKTCHA TI'eHeTHMUeCKU MOIUOUIMPOBAaHHEIMU,
TPaHCOOPMMPOBAHHEIMY, KapUOTUIIMUECKM aHOMAaJIEHEIMM, WM, B IPYIUX
ciayJdasax, He XapakKTepusynTcs HEeOIIY C THMO BEICOKVM PUCKOM
HeCTabMJIIBHOCTU MJIM OHKOT'€HHOCTM.

CorJjlacHO OIOHOMY M3 AacCIlleKTOB HaCTOdllel'o U300peTeHMd, TaKuM
oBpas3omM, npenocTaBigeTcsd KOMIIOBMLWA, KOoTOpad COOEepPXUT
HEeIlJIIOPUIIO TeHTHHE KJIETKM-TIpedlneCTBEeHHUKN CyppoTaTHEX KJIETOK
IIOIKEJIYOOUHOM  XeJIe3H. KileTKM-nIpelmnmeCcTBEHHUKN (1) HEe  ¥VMeKT
pernporpaMMMpyKIMx TEeHOB, MHTEeTPUPOBAHHHX B MX T'€HOM, (ii)
InddepeHIMPYITCS B IIaHKpeaTUUYeCKOM HalpaBJIeHMM B COOTBETCTBUU C
IIPOTOKOJIOM, B KOTOPOM MKCIIOJB3YIRT TOJIEKO OIpeleJIeHHEEe peal'eHTH,
u (iii) infe} CymeCcTBY He CIIOCOOHH K oInddepeHINPOBKE B
Me30IepMallIbHOM HallpaBJIEHUM .

CorJjiacHO OIpyTOMYy acCIieKTy nz3obpeTeHms IpenoCTaBJIgAETCH
crioco® IMOJyUeHMS KOMIIO3MINMM, CcomepXalel TaKue HeIllJIIOPUIIOTeHTHLe
KJIEeTKM-TIPpeOleCTBeHHUKM CYPPOTATHHX KJIETOK IIOIXeJIyIOUHOW XeJles3H,
KOTOPHE MCIOJB3YIT OJS JedeHUMS MHCYJIMHO3aBUCKHMMOTO nuadbeTa.
Criocot 1o M300peTeHM BKJIOUAET:

a. IIoJIydeHMe KJIETOK UeJIOBeKa U3 XUBOM I[IaHKpeaTUUueCKOM’

TKaHM YeJioOBeKa B YCIJIIOBUMAX MMHMMAaJIbHOM KYJIBETYPE OIIpeOeJIEHHOTI'O



cocTaBa;

b. KYJIBETUBUPOBaAHME II€PBUUHHIX KJIETOK UYeJIOBEKA B TeUeHUe
meprola BpeMeHM IIPOOOJIXUMTEJIbHOCTBLI HEeCKOJIBKO OHeM, KOTOPHUM
cocTaBJIigeT MeHblle, 4YeM NpUOIMBUTEJILHO 9 OHeM; 3aTeM

C. VCIIOJIb30BaHMeE PernporpaMMUPyIoIMX T'eHOB OJIs
penporpaMMMpOBaHM A [IEPBUUHEIX KJIETOK yeJIoOBEKa n3 (b), B
pesyJibTaTe Yero IIoJIydYalT pelpolpaMMMPOBAHHEE KJIETKM, KOTOPHE He
VMEenT pPenIpolpaMMUPYIMMX T'eHOB, WHTeTIPUPOBAHHHX B I'€HOM, HO
KOTOPHE MMERT MOP(QOJIOTHI CTBOJIOBEX KJIETOK;

d. IIEePBUYUHEIM OTOOp Cpelr pPelpol'PaMMMPOBAHHEIX  KJIETOK,
[IOJIYYEHHHX B (C), B OTHOINEHUM CIHOCOBHOCTM K OpoJubepaunmu 0e3
YTpaTH MOPOQOJIOTUM CTBOJIOBHIX KJIETOK, B YCJIOBUAX MMHMMAJLHOM
CPpelE  OIpeleJIEHHOTO cocTaBa, B pesyJbTaTe dUero II0oJydalT
IpoJMpepUpyrIe PenporlpaMMUPOBaHHEE KJIETKM,; UM 3aTeM

e. BTOPUUHEMN oTbop cpenu IPOJIMPEPUPYIOMNX

pellporpaMMMPOBaHHEX KJIETOK B OTHOIEeHNWI KJIeTOUHOM IIOITYJIALNVL,

XapakTepus3yomencsa (i) CIIOCOOHOCTRIO BEIKMBATH u
InbdepeHIMPOBATLCH 1o IaHKpeaTUUYeCKoOMYy HalpaBJIeHUIO
oInbdepeHIMPOBKM B XOoIe BHIIIOJIHEHMSA  [IPOTOKOJAa, B  KOTOPOM

MCIIOJIE3YIT TOJIBKO OIpelelIeHHEe pealeHTH, ¥ (il1) GaKTHUUecKoOM
HECIIOCODBHOCTEI K InbbepeHUMPOBKEe B Me30lepMaJlbHOM HallpaBJIeHUMN,
B pes3yJibTaTe UYero [OOJydalT YIOMSAHYTHE BHIIE HEIJIOPUIIOTEeHTHEE
KJIETKU-TIpeOneCTBEeHHUKHA .

Opyrom acIiekT n3o0bpeTeHns OTHOCHUTCSH K KOMIIO 3ULIUM,
comepxalel cyppoTraTHbe KIeTKM IIOIXKeJIYIOUHOM XeJle3h, KOTOPHEe
VCIOJbL3YIT OJIS JeUueHMsS MHCYJIMHO3aBUCHMMOTO caxapHoro nmuabera,
roe (A) cypporaTHHEe KJIEeTKM IIOMIKeJYIOUHOM XKeJIe3H IPOUCXOOAT U3
HeILIOPUIIOTEHTHEX KJIeTOK-INpellleCTBEeHHMKOB, OIMCaHHEX BhIme, U (B)
BoJjiee udeMm nOpubamamuTesibHO 90% KJIETOK, COCTaBJIAKIMUX KOMIIO3UIIND,
DKCIIpeccupyRT Mapkepel Pdxl, Nkx6.1 wm NeuroDl. W3oOpeTeHUe
OOIIOJIHUTEJILHO OTHOCUTCA K CHOCO0Y IIOJyUeHUSI TakuxX CYyppOTaTHBX
KJIETOK IIOIXEeJIYOOUHOM XKeJie3b, YyKa3aHHBM clIocod BKJOUAET:

a. BO3OEeMCTBME Ha HeIJIOPUIIOTEeHTHHEe KJeTKM-IIpellecTBeHHUKN
IepBOM KoMOMHalLMen KOMIIOHEHTOB, KOTOpPHE 3anyckKamnT
InbdepeHUIMPOBKY B D2HIOOEPMaJIbHOM HallpaBJIeHUM, B pesyjbTaTe 4Yero

IIoJIy4YarnT SHIOIOepMaJlbHEIE KJIIETKM, IlepBad KOMOMHALIMA He COIOEepPXnUT



CEHIBOPOTKY M KakoTo-JMOO ujleHa CeMeMCcTBa wnt; M 3aTeMm

b. BOBIOENCTBME Ha SHIOIEepMaJlbHEe KJIeTKM  KOoMOMHalMeM
KOMIIOHEHTOB, KOTOPHE 3allyCKanT INOOepPeHIIMPOBKY 1o
[IaHKpeaTUUeCKOMY SHIOKPMHHOMY HalpaBJIEHMIO, B pes3yJbTaTe Uero
IOJIyJyalnT yKa3aHHBEE CYyppOoTaTHHEe KJIEeTKMU IIOMXeJIyOOUHOM XeJIe3H.

KPATKOE OIIMICAHUE UEPTEXEN

Ha o¢wmr.l mnoka3aHO I[OJYUYEeHMEe KJIETOK M3 OoplaHa UJeJloBeKa.
OpoyrMM CJIOBaMM, XU3HECIOCODHYI IIOIXEeJIYOOUHY XeJie3y UeJIOBeKa
M3MeJIbYUalnT Ha oparMeHTH (A), KOTOPHE 3aTeM I[IPOMEEBAKRT M OCaXOalT
B KOHMUeCKOM Hnpobupke (B). AOTresuBHHEe KJIeTKM (C) OOJydanT Udepes
72 yaca B KyJIbType. B I[IpeloCTaBJSEMHX OIPeNeJIeHHHX YCJIOBUAX
KYJIE TUBMPOBAHMA, KJIETOUHHE KYJLTYPH COOTBETCTBEHHO COLEPXaJIN
CMENaHHYK  IIONYJALMD  KJIETOK, KOTOPHE OIpOoABJIAIM  MOPOOJIOTHMIIO
SOUTEJMAJIBHEX UM OUOPOBJIaCTUUECKUX KJIETOK. OTCYTCTBOBAJIM KJIETKU
Cc MOp®OJIOTHEN CTBOJIOBHX KJIETOK MJIM Me3eHXMMAJILHEX KJIETOK.

dur. 2 CXeMaTUUYHO WIJIIOCTPUPYET OpPTraHM3alMo T'eHOB,
BKJIOUEHHEIX B SHOMCOMAJIbHEE ILJIa3MMIOE IJIA PelIpolpaMMUPOBaHMULA.
CokpalleHn s - CMV: IIPOMOTOP LHMTOMeTaJIOBMpYyCa, 2A:
caMopaclelJygrmasaca rernTrMoHasa rIocJjIenoBaTeJIbHOCTE, WPRE :
IIOCTTPaHCKPUIILUMOHHEM PETYIIATOPHHN BJIEMEHT BMpYyCa rernaTmuTa
CYypkKoOB, SV40 Poly A: cuTr'HaJ OoOJIMaIeHWIMpoBaHmusa, OriP: Touka
Hauvajla pemyukauuy, EBNAl: samepHEM aHTUTeH 1 BuUpyca OnmTelHa-
Bappa, pb3shRNA: majiag mnmjeuHas PHK, BospmemncTByomas Ha pb3.

dur.3 npencraejgeT cobom MUKPpOOTOTPadU
penporpaMMMpOBaHHBIX KJIETOK. ®a30BO-KOHTPACTHOE n300paxeHre
[IOKa3EBaeT, UTO KJIETKM OPOABIAIM MOPOOJIOTHIO CTBOJIOBEIX KJIETOK
yepes 20 OHe¥V Hocje penpoTrpaMMMPOBaHUA.

dur.4 mnpencTaBageT cCoOOM IOMarpaMMmy, KOTOopasd WIIDCTPUPYET
npojiMbepaluuio B KyJIbType KJIETOUYHEIX  KOJIOHUM, OTOBPAHHEIX  IIO
OPOABJIEHVI Y HMX MOPQOJIOTHM CTBOJIOBEIX KJETOK. IecaThk KOJIOHUM
KJIETOK, HallOMMHAKINMX CTBOJIOBHE KJIeTKM, I[IOKa3aHHHe Ha o¢ur.3,
[IEPEHOCUJIM BPYUHYID B OTIEeJIbHHE UYallKM OJIA KYyJbTHUBMpPpOBaHMA. Korma
[IOBEPXHOCTL POCTa I[OKPHBAJACh  HEIPEPLBBHEM CJOEM  CTBOJIOBHX
KJIETOK, KJIETKM II€PEeHOCUJIM B HOBEHE UYallKM OJA KYJbTUBUPOBAHUA.
[lpomndpepalmio I[NEepPEeHEeCEeHHBX KJIETOK OTCIeXMBaJlM B OUHAMMKE IIO

BpeMeHNM IIyTeM IIogcueTa UYHMCJla KJIETOK, IIpelCTaBJIEHHEX B HadaJle U



B KOHIe Tpex I[IOCJeNoRaTeJIbHEX Haccaxeld. KoJlnMuecTBO KJIIETOK
IIOOCUNMTEIBAJIMM BPYUHYIO, C IIoMOmEBIO TeMolMToOMeTPa, " pacCUMTHEBAaJIN
BpeMAd YIOBOEHMA IJIA KaXOoIr'oO KJIOHa. HOKaSaJ'H/I, UTO MeCTb M3 IOeCATU
OTOOPAaHHHX KJIOHOB OBUIM CIOCOOHH [NIPOJIUPEPUPOBATL B MUHMMAJILHOM
Cpelle OIpemeJIeHHOT'O CcocTaBa.

dur.5 npencrarjgeT coboy MuKpodoToTpadum A-D, m3oOpaxanmme
pPes3syJIETaTH O‘I‘@Opa, IIPMMEHEeHHOT'O K YIIOMAHYTEIM BHIIe IIeCTVM KIJIOHaM,

KOTOpPHE HOpoJindepupoBalM B MUHMMAJBHOM Ccpelle ONpelelJIeHHOTO

cocrTaBa. Ira nus mecTHu KJIOHOB BEDKMIIN mocJe npouenypH
onddbepeHINPOBKHA, B KOTOpOM VICIIOJIbL30BaJn MMHMMAaJIb HEE
omnpelleJIeHHEIe pealeHTH. TOJBKO YacThk kiaeTok (<50%) xJjoHa 9

BEIXIJIA II0CJIe HM@@epeHHMpOBKM, cozsoaBad HeBoJblne CKOIIJIEHMA
KJIETOK B OCTaJIEHOM IIYCTEIX UWallkaX -OJIA KYJIBETHMBMPOBaHMA (A, C).
MMMy HOLIUTOXUMAUUECKOE OKpallMiBaHVe I1oKazsaJjo, qTo Pdx1

SKCIIPECCHUPOBAJICS B SOpax HEeKOTOPHX M3 YKa3aHHEX KJIeTOok (A), HO

OKa3HBaJICA LUUTOIIa3MaTUUECKMM B IOpyImMx kJeTkax (C). AHaJOTMUYHO
Nkx6.1, MnDoO-BUAMMOMY, B5BKCIpeccupoBaca B gape (C). Tlo MeHbIen
Mepe 80% KJIETOK KJIOHAa 10 BEIDKMJIIN rnocJie NpoLenypsl

InbdepeHUIMPOBKM, CO3IOaBafd CJAMBIMMCA MOHOCIOM KJeTok (B, D) B

yamkax OJIs KYJIb TUBUPOBAHUSA . Pdx1 (B, D) " Nkxo.1l (D)

SKCIPECCHUPOBAJIMCE B 4Anpe >90% wJjeTok. TakuMm oO0pasoM, TOJBKO
KJIOHEL 9 m 10 BEXWIM [IOCJe INpolelyph IubdepeHUMpoBKM. KjioH 9
[IepeHeC IpolLenypy IIJIOXO, U KJIEeTKM He DSKCIPECCHUPORAJ M IOJDKHEM
oBpasoM IMaHKpeaTHUecCcKre TeHH. JaHHEM KJOH OHJI OTKJIOHeH. CBHIIe
80% kJIeTOK KJIOHa 10 BEXMIM I[IOCJIe IPOLenyph OUOOepeHUMPOBKM, U
ceolle 90% ykKa3aHHHX KJIETOK BKCIPeCCHUPOBRaIM IIaHKpeaTUUYeCKMe IT'eHEH
COOTBETCTBYIIMUM 00pasoM. BhbpallM YKa3aHHHM KJIOH.

dur.6  BRJOUYAET ITUCTOTPaMMEL, Ha  KOTOPHX IIpelCTaBJIEHH
pe3yJLTaTH aHaJIM30B KoJMuecTBeHHOM OT-IIIP »sKCOpeccuu TeHOB.
SMOpMOUOHEIE TeJjiblla M3 KJOHOB 5-9 BKCIpeCCUpOBaJIM I'€HH, KOTOPHE
ABJIATCA XapaKTEepPHEMM IJIA DHIONEPMEl, Me30OepPMbl, ¥ SKTONEPMH B
TpeTUV U HOecATHM OHM IUuddepeHUMPOBKM. OmHako KkJOH 10 He
BKCIpeCCHUpOBall T'eHH, XapaKTepHHe IJA Me30mepMbl. OOHOBPEMEHHO C
o1ddepeHUNPOBKOM, BO BCEX SMOPUONIHEIX TeJiblax CHMXaJlachb

SKCIIpeCCMrMAd TIT'€eHOB, CBASAHHEX C IUJIKPUIIOTEHTHOCTEIO, Ha TpeTI/H\/II n
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IecaTHM JHeHb. PesyJbTaTH  HOPMalM30BaHH 10 BeTa-akKTUHY U
IpenCTaBJIeHH OTHOCUTEJILHO OHS 0 KYJIE TUBUPOBAHUSA
(HenuddbepeHUVPOBAHHEE KYJbLTYPH) . BelMUuMHH OmMUOOK IMIpedCcTaBJIAT

coboMm cpenHeKBaIpaTHUUYeCKOoe OTKJIOHEeHMe, IIOoJIydeHHOe Ha OCHOBE
Tpex IIOBTOPEHUM.

Ha our.’7 npelcTaBJIeHa TUCcTOIpPaMMa, IoKa3eBamla g
DKCIIEPUMMEHTAJIbHEE pPe3yJIbTATE, KOTOPHE IOOTBEepXOalT, dYTOo KJOH 10
He crnocofeH K mudbepeHLUUPOBKEe B Me30IOepMaJIbHOM HalpaBJIEHUN.
CTUMyJIMPOBaJIM IUOOEepeHUMPOBKY KJOHOB 5 m 10 B Me30IepMaJibHOM
KapOMOMMOLMTAPHOM HallpaBJIeHUM, B COOTBETCTBUM C TIIPOTOKOJIOM,
COoIJIaCcHO KOTOopOMYy TIOJIyYalsM IIONYJIALMI0 KapOMOMMOLMTOB BHECOKOM
UMCTOTH W3 I[LJIOPUIIOTEHTHHX CTBOJOBHX kKJeTok. CM. Xu (2009). Ha
15-11 @OeHb DKCIPeCcCHui TeHOB CHelIMPUUEeCKMX CcepIeuHHxX (aKTopoB
pocTa (Gatad, Nkx2.5) M CTPYKTYPHOTO Besika (asibpa  MHC)
OLIEHUBAJIM KOJMUYeCTBeHHO C nomombpr OT-IIIIP. B kJjJoHe 5 BoO3pacTala
DKCIIPeCCUsa KaplIMaJlbHBEIX TeHOB, ToT'la KaK B kJOoHe 10 B»KcHOpeccusd
KapIMaJIbHEIX TEeHOB COXpaHaJachk Ha YPOBHAX, CXOIHHX C YPOBHAMM,
HaOJoma eMEIMA B HennuddepeHUMUPOBaHHBIX KJIeTKax. PesyJbTaTH
opencTaBJIeHE, KaK Ha Our.6 (CcM. COOTBETCTBYKINMM KOMMEHTAPUN
BHIIE) .

[TIOOPOEHOE OIIMCAHUE I[NPEOIOUTHUTEJIBHEX BAPVAHTOB
OCYIECTBIIEHVA

A. Tlomxon wmu300peTeHMsS, OPelOoCTaBJIAKNNUM CYPPOTAaTHHE KJIEeTKU
IIOIIKEJIYOOUHOM XeJie3H (papMalleBTUUEeCKOV CTelleHM UMCTOTH

Cpenu MHOTOOOpasmusa KJIETOK, IpencTaBJIEeHHEIX B 3peJon
IIOIKEJIYOOUHOM Xxejle3e, OofOHapyXeHa CyOIoNyJjfalusa KJIETOK, KOTOPVY
MOXHO MCIIOJIb30BAThH oJs [IOJIYYEeHU S KJIETKMU, VMemen
TepalleBTUUYECKOEe I[IPMMeHeHMe, KOTOpOE& OIMCAaHO BHIe. YKa3aHHHEE
KJIEeTKM He [ABJADTCA IIaHKpeaTUUeCKUMMM CTBOJIOBHMM KJIeTKaMM WMJIU
KJIeTKaM/U-IIpellleCTBEeHHUKAMM, HO CKopee, 4ABJATCA WIeHaMM 3peJon
KJIETOUHOM MONYJAUMM C Hab®opoM pas3JIMUHHX I'€HOB, KOTOopas COOEPXUT
B cebe crHneuudmUeckKrM TeHeTUUeCKMM Habop, MIO3BOJAKIUNM IPOBROIUTEH
C HYMM MaHUIIYJIALUWM, [OTOOPOOHO OIMCaHHHEe HMWXe. COOTBETCTBEHHO,
KJIOUEBEIM AaCIEeKTOM M300peTeHusa HABJSETCA I[IOJIYYEeHMe KJIETOK U3
3peJioro  opraHa, Tak UTO COXpaHAeTCcsda CMellaHHas IIONyJIauusd,

BKJIOUAKIasa CyONOoNnyJaLumo, M,]IeHTM(bMLLMpOBaHHyIO aBTOPOM HaCTOAMEeI'O
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nz3obpereHus. CMm. npumMmep 1, HMXe.

OIpyruMm BaXHEM aCIIeKTOM n3006peTeHNnd ABJIAETCH
penporpaMMMpPOBaHMe B COCTOSHMEe CTRBOJIOBOM KJIeTKM YKas3aHHOM BHIIE
CMENaHHOM IMONyJALUMM, KaXIyl KJIeTKY KOTOPOM MOXHO Pa3MHOXUTH IJIS
aHajMsa M CceJIeKUMM (CM. IOpuMePpel 2 ¥ 3). PemnporpaMMMpoOBaHUe
OOJDKHO OCYWeCTBJIATHCSA TaKMM CIOCOO0M, KOTOPHM He BH3HBAET
MHTeTrpalMM KaKUX-JMOO pelNpol'paMMUPYIIMX TI'eHOB B I'€HOM KJIETOK,
NI KOTOPEIM VIHBIM obpaszoM He orpaHu4YMBaeT omofOpeHue
KOHTPOJIMPYRIUMY OpTlaHaMM KJIeTOK OJIS TepalleBTUUEeCKOT'O IIPMMEeHEHUHA
Yy 4eJIOBEKa.

IpyrMM BaxXHBEIM aCIEeKTOM M300peTeHud ABJSIeTCd OoTOop U3
[IOIIYJIALUVM PelpolpaMMUPOBAHHEX KJIETOK, CTBOJIOBHX KJIETOK, KOTOPHE
oBlamalT YHMKAJILHEM CBOMCTBOM, BIIEPBEE  BHSABJIEHHEIM aBTOPOM
n300peTeHNnsd, ABJIASACE MCTOUHNKOM CYPPOTaTHEX KJIETOK
IOIKEJIYOOUHOM XeJie3H OGapMalleBTUMUeCKOW CTeleHM UMCTOTH. KpuTepumu
oTBopa OTJUYAKnTCHA OT KpUTepueB o0TOOpa Ha IUIOPUIIOTEHTHOCTE,
KOoTOopasd ABRJIAeTCHd LeJibl oTOopa B OOHUHOM MeTOIOMKe. B pesyJjbTaTe
[IOJIy4YanT KJETKM COIJIACHO M300peTeHMI, KOTOphle He  ABJIAITCHA
[UIOPUIIOTEHTHEMYM, ¥ IIPM 2TOM MOI'yT 0OoJjiee 30OeKTHMBHO IIPUMMEHATLCH
B KJIMHUKe (cM. IpumMep 4).

Vcriosib30BaHME PENPOTPaMMUP YOI X T'eHOB 0JIA [IOJIy4eHU A
[LJTIOPUIIO T€HTHEIX CTBOJIOBBIX KJIETOK ABJIAETCH HenbOeKTUBHEM
IpolLleCCOM, IIPUMBOOAMMM K pelpolpaMMMPOBaHMio ToJeko oT 0,01 1mo
0,0001% wJeTOK, KOTOPEHE OTBEUAT KPUTEPUAM ILJIOPUIIOTEHTHOCTM. B
HaydHOW JMTepaType 5BTU KIJIeTky o0o03HadvalkT Kak "MHIYIMPOBAaHHEE
[JIOPUIIOTEHTHHE CTBOJIOBEE KJIEeTKM" MM KJIeTku 1iPS. B TpaIMUIMOHHHX
rnonxonax KJIETKMY, KOTOpPEE He COOTBETCTEYKT KPUTEePUAM
[LJIOPUIIOTEHTHOCTH, OTOPaKOBEHBAKT ; yKasaHHEe KJIeTKU OOEBIUHO
0003HauapnT Kak "He I[IOJIHOCTBK pelpol'paMMMPOBaHHEE" MM "JacTUUHO
pernporpaMMMpOBaHHEEe" |

T'eHOTUII KOJIOHMM KJIeTOK 1PS MOxeT coIepXaTh oOlIpeleJIeHHVYIO
TeHeTHUeCKyl Bapualubo, KoTopas I[IPUCYTCTBYEeT B POIUTEJBLCKOM
KJIE TOUHOM TIOIIYJIALUN TOJIEKO C OUeHb HUBKOMU JacTOTOM.
CoOOTBETCTBEHHO, npoLlecc penporpaMMUpoOBaHmusa [IO3BOJISAET
MOSHTUOUUMPOBATE M BHOpaThb ITEeHOTMUIIE, [IPeOCTaBJIEHHEE JIMIbL B

He3HauMTeJIbHOM MEeHLIIMHCTBE B MCXOIOHOM KJIETOUHOM TIOITYyJIALI N .
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Ha ocHoBaHuMmM GaxkToB, (1) UYTO penporpaMMMpOBaHMe ABJISeTCA
HendOEeKTUBHEIM MIpPOLlecCcoM M (11) UTO KJEeTOUHHEe TeHOTUNH 1iPS uacTo
OTJINYaTCA oT TeHOTUIIa KJIETKU, ABJIAKIENC A TUIIMYHBEM
IpencTaBUTEJIEM MCXOOHOM IIONYyJIALMM, aBTOP HaCTOAmMeIro mu300peTeHud
IIPEenoJyIOXUII, UYTO CleuuduueckKoe TeHeTUUeCKoe M3MeHeHMEe MOXET
cosnaBaThb npelpacloJIOXeHHOCTD KJIETKU K YCIIEIHOMY
penporpaMMpOBaHUI B KJIETKY iPS. Taxkum oBpas3omM, aBTOpP
nz3obpeTeHmUsa IIOHAJ, UYTO KJeTKM, paHee oOTBepraeMele, KkKak He
I[IOJIHOCTBIO pernporpaMMUPOBAaHHEE, MOTYT comepxaThb penkoe
TeHeTHMUeCKoe M3MeHeHMe, KOTopoe oBecnieunBaeT X
IpedpacloJyIOXeHHOCTE K (QeHOTUIIY He—-1PS KJIeTOK, Hepaclo3HaHHOe IO
HacCTOAMETO BPEeMeHM B STOM KadecTBe, KOTOpoe, TeM He MeHee,
VMeeT 3HaueHMVe OJId TepaleBTHMUeCKOM ILeJIM HacToAmeTro u3o0bpeTeHud.

KileTouHBHE MNONYyJSALNMM, CBEXEBHIEJIEHHEE W3 OPIaHOB UYeJIOBEKA,
VMeIT 3HauUMTeJIbHO OOJIBMMM IMalasoH KJIeTOUHOTO pasHoobpasmusda, ueM
MIONYJIALUMM KJIETOK, KYJIbBTUBUPYEMHX B TeUeHUe IJMTEJIBHOTO IIepurona
BpeMeHU. ABTOpP M300pPEeTEeHMS MCIIOJIBb30RBaJl penpolpaMMMPyKRIMe T'eHH B
[IONYJIALUMAX CBEXEBHIEJIEHHHX KJIETOK IJIA UWISHTHUOMKaAUMM M oToopa
KJIETKM C OCOOBM KJIMHMUECKUM IIPUMEHEHMEM, YKa3aHHBIM  BHIIE.
KieTka, UOEHTUOMUIMPOBaHHA A TaKMM oBpas3oM, He ABJISAETCSA
IaHKpeaTuuyecKon CTBOJIOBOM  KJIETKOM, ¢ UyeM CBUIOETeJIECTBYIT
cinenyomme GQakTh, MWISHTUQULMPOBaHHEE KJIeTKM (1) He CIOCOOHH K
periMKaluM ¥, HaIpOTMR, I[IpeKpallalT CyleCTBOBaHME IPUM IOJIUTEeJIBHOM
KyJIbTUBMPOBaHUM, (2) He OPOABJIAKRT MOPQOJIOTMM CTBOJIOBHX KJIETOK,
u (3) w™MmoryT OHBTL BHIOEJEHB M3 TKaHelM, KOTOophe He coIepxart
IpennojlaraeMblxX CTBOJIOBHX KJIETOK IOIXKeJIYOOUHOM KeJle3H .
(IlpennojlaraeMue CTBOJIOBHEE KJETKM IIOIXKEJYIOUHOM XeJle3H, Kak
CUMTanT, CYIeCcTBYIT B IIPOTOKaxX IIOIXeJyIOouHOM XKeJese.) CM.
npuMep 1, HUxe.

KileTkr 1O HacToAmeMy M300peTeHul, KOTOPpHE IIOJIydamnT U3
3peJioN TMOomXeJIYIOUHOM XeJie3H, He TpedyloT CHBOPOTKM IJIS CBOETO
BHIEJIEHV A, He TPOABJISRT MOPQOJIOTMM CTBOJIOBHX KJIETOK, M He
TpedyIT BHIOEJEHMS M3 KOHKPEeTHHX O(paKUMy OUMIEeHHHX CyONONIyJISALNUMA
KJIETOK IIOIXKEeJIYOOUHOM XeJjle3h. Bce ykKaz3aHHOe Pe3KO KOHTPAaCTHUPYET
C TeM, UTO OIMCaHO, HallpuMep, B IaTeHTe CIIA N8377689.

CorJjiacHO n300peTeHNo, TakuM obpasoM, CBEXYIO TKaHb
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IIOIKeJIYOOUHOM XeJIel3H ueJIoBeKa MOXHO MCIOJBL30BaThk B KaudecTBe
MCTOUHMKA  KJIETOK, M3  KOTOPOTO MIEHTUOULUUPYIT ¥  BHIOEJISKT
[IONYJIALMIO HECTBOJIOBEIX KJIETOK, KOTOpas MOXeT CTaTb MCTOUYHMKOM
CYPPOTATHEX KJIETOK IOIXEJYOOUHOM  XeJle3H, CIIOCOOHEIX  JIEUUTH
MHCYJIMHO3AaBUCHUMBEIY caxXapHbel amadeT. B uyacTHOCTM, Kak DOOPOOHO
ONMCAaHO HMXe, KJIEeTKM MOXHO PelpoTlpaMMUPOBATL B TeueHMe OIHOM
HeOeJiM IIoCJIe BHIOEJIeHMA M3 OopraHa C BBeldeHMEeM MX B COCTOSHME
CTBOJIOBHX KJIETOK.

[IoJlydyeHHBIE CTBOJIOBHE  KJETKM oTOupasu, UCXOoOa U3 UX
crnocobHocTr (1) »ddbexTMBHO IMOOEepPEeHUIMPOBATHCH B I[IaHKpeaTUUEeCKMe
SHIOKPUHHEE KJIETKU-TIPEeNNeCTBEeHHUKHN, KOTOPHE caMm CIIOCOOHH
JIEUMTL MHCYJIMH-3aBUCUMEM caxapHblM »OuadeT, Kak ONMCAaHO BHIIe, U
(2) BHXMBATL U IuddbepeHUMPOBATECA B YCJIOBMAX  MMHMMAJLHOM
KYJILTYypPaJIbHOM Cpenb, KOTOpHEe MABJANTCA KakK MacHTadbuMpyeMbMy, Tak
VM B I1I&JIOM COOTBETCTBYKIVMM TPeOOBaAHMAM KOHTPOJUPYIRIMX OPIT'aHOB.
"SpbexTBHO" B YKa3aHHOM OTHOIEHUM O3HauaeT IIoJIyueHMe KJIETOUHOM
INONYJIALMM B KOHIIE IIPOLenyph IUOOEPEeHLMPOBKM, KOTOPpas COLEPXUT
1o MeHbIIe  Mepe NIPUOIU3UTEIIEHO 80% SHIOOKPUHHEBIX KJIETOK—
[IpenueCcTBEHHMKOR ; BoJiee NIpenllouTUTEeJIBHO, 10 MeHBIIEM  Mepe
NIPUOIIU3UTEJIEHO 90% DHIOOKPUHHEIX KJIETOK-IIpellle CTBEHHUKOB .
"OHOOKPUHHEIE KJIETKU-TIPpellleCTBEeHHUKM" MIpedcTaBJIgnT CcoOoM KJIeTKU,
KOTOpPHEe OyOyT CO3peBaThb B TOPMOHIIPOOYLUMPYIIME KIIETKM OCTPOBKOB
JlanTepraHca. YKasaHHHE KJIETKM XapaKTepusywnTcsd, HalpuMep,
OOHOBPEMEHHOM DSKCIpeccuey TeHorB, Pdxl, Nkx6.1 m NeuroDl. B »ToM
OTHOmWEeHUNM "BEXMBaHMe" oO3HauaeT CIOCOOHOCTE II0 MeHbIel Mepe
OpUbIMU3UTEJIEHO 80% MCXOOHOM XUIHECIOCODOHOM KJIETOUHOM IIOIIYJISALNM,
Y OPenOlouTUTeJIbHO 10 MeHbIeM Mepe Npudanu3uTesbHo 920%, COXPaHATDH
KM3HECIIOCODOHOCTE B KOHILE MNPOLEenypH INOPepeHLNPOBKM.

BoJiee nonpo®HoO, COEenMHEHUSA, KOTOPHE 0By CJIaBJIMBAKT
IMOOepeHIINPOBKY B DHIOIEPMAaJIbLHOM HalpaBJIEHUHA, ABJIAKTCSA
TOKCUUYHBEMM IJIS TLJIOPUIIOTEHTHEX CTBOJIOBHX KJETOK. B 0OOmMenpWHSATHEX
IIPOTOKOJIaxX MCIIOJB3YKT CHBOPOTKY IJIS TIOBBIIEHUS BBEDKMBAEMOCTU
KJIETOK, B CBSA3M C 3TUM [IPM MCIIOJB30BaAHUM CHBOPOTKM BEXMBAEMOCTH
KJIETOK MOXeT [IPEBRHIIATE 50%. OmHako CHBOPOTKA ABJISAETCSA
HECTaHOapTU3MPOBAHHEIM  peal'eHTOM, VCIIOJIb30BaHMe KOTOPOTO B

RYyJIBETYypEe TepalleBTMYEeCKMX KRJIIETOK yeJIOBEeKa OOBIUHO ABJIAETCA
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HeXeJlaTeJIbHEM, COIJIACHO KOHTPOJIMPYKIMM OopIT'aHaM.

B oTimume oOT OOMENPUHATEX IIPOTOKOJIOB, CIIOCOO II0 HaCTOSIeEMY
N300peTeHUw MCKJYaeT MCIOJb30BaHMe CHEHBOPOTKM, B pesyJjbTaTe
Yero IOJIydeHHHE KJIEeTKM MOXHO CUMTATbh IOOXONOAMMMM IJIS KJIETOUHOM
TepalluM UYeJiOBeKa. B OOWMEeNpMHATHX IIPOTOKOJIax TaKXe MCIIOJb3YyT
wnt, dakTop poOCTa, KOTOPHM ABJILAETCHA IOPOTOCTOANMM M KpakHe
HeCTOMKMM. M300peTeHUe YCTpaHSeT MCIOJbL30BaHMe wnt, TeM cambeM
IpemocTaBJgeT  CIocob, KOTOPEM  ABJIAETCS IIOCJIeOOBaTeJIbHEM U
MaclTadnpyeMBIM .

Crioco® 10 U300peTeHMbD, B KOTOPOM  He MCIIOJIE 3YIOT HU
CHIBOPOTKY, HUM wnt, He 20peKTMBEeH B CTUMYJIMPOBaHUU 5hOeKTUBHOM
InbdepeHUIMPOBKNM  IJIOPUIIOTEHTHOW  CTBOJIOBOM  KJIETKM. C 1Opyrowm
CTOPOHE, KJIETKM KOMIIO3MIIMM COTJIaCHO M300peTeHur BHOUpaKwT Tak,
UyTOOH OHM COOTBETCTBOBAJIM HOBOMY CIIOCODOY M BEXMBAJM IIOCJIE HETO.
TakuMm obpas3oM, Oojiee ueM NpubIM3nUTenbHO 80% KIEeTOK, OTOOpaHHEX
B COOTBETCTBUM C M3B0OPETEHUEM, NpedllouTUTeJIbHO 0BoJiee UeM
NIPpUOIIU3UTEIIEHO 90% KJIETOK BEIKMB AT rocJie npoLelypPH
onbddepeHUVPOBKM. KpoMe TOTO, U3 COXPaHUBIKXCH KJIeTOK O0o0Jiee UeM
[IPMMEDPHO 80%, NIPenlouTUTEeJIbEHO BoJiee ueMm [IPMMEPHO 90%,
DKCIPeCcCUpyrRT onHoBpeMeHHO Pdxl, Nkx6.1 wu NeuroDl, MapKeph
[IaHKpPEeaTUUYEeCKOTO SHIOOKPMHHOTO HalpaBJieHUA OIUdOepeHUMPOBKM (CM.
opuMep 3, OocjelHuM Hnaparpad).

Bo BpeMs mOpouelypH MUMISHTHOMKALMM WM BHOOpa IO OaHHOMY
n300peTeHnn, KpUTepur oTbopa IIJIOPUIIOTEHTHEX CTBOJIOBHX KJIETOK
UTHOPUPYITCH, U KJIeTKM, CO3IaHHEEe COIJIAaCHO M300peTeHuin, B
OeMCTBUTEJILHOCTM He MABJISTCSI ILJIOPUIIOTEHTHBEIMM; TO €eCThb, OHM He
CIIOCOOHH oMbbepeHIMPOBATECH B 3HAUUTEJILHOM CTEeIleHNn B
HellaHKpeaTUUueCKOM  HalpaBJIeHUN. "B 3HauMTeJILHOM cCcTelneHu" B
IOaHHOM KOHTeKCTe oO3HadaeT, UTOo IO MeHblleM Mepe OpUdbIM3UTeNILHO
5%, TIpPenmnouTUTEeJIEHO IO MeHBIeMW Mepe OpubiamsuTenbHo 10%, m OGoJee
OPenrnouTUTeJIbHO I[IO MeHbIleM Mepe OpubiansmTelbHo 20% OomyJIauuu
IMOPepeHIMPOBAHHEX KJIETOK IPOABIAKRT XapaKTepPUCTUKM, CIeUVMQUUHHE
IOJIS HEIaHKPpeaTUMUeCKOT'O HallpaBJIeHUS OIUOOEepeHLIUPOBKMU.

Hanpumep, KJIETKMU, [IOJIYYEHHEE COTJIaCHO n300peTeHu,
VCIIOJIE30BaJIM B I[IPOTOKOJIe, OOBYHO IIPMMEHSAEMOM IJIS IIOJIYYEeHUS

CMeClM KRJIETOK, OTHOCAIMXCA K TpeM HallpaBJIEHMAM HM@@epeHL{I/IpOBKVI,
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Me300epMallbHOMY, SHOOIepMaJlb HOMY u 3KTOpelIMaJIbHOMY . IOid
OEeMOHCTpallMM CIHOCOOHOCTM OubddbepeHUMPOBaATHECS B CMeCh KIJIETOK,
OTHOCAMMUXCSA K TpeM HalpaBJieHUMAM OIUOOepeHUMPOBKM, CYMeCTBYET
ofWeNnpUHATasa NpaKTUKa IpeIOoCTaBJIEHMS CpPelb, KOTopas He BH3HBaeT
IndbepeHIMPOBKM OIHOM KJIETOUHOM JIMHUM 3a cueT OpyTrolM, TakoM Kak
CEIBOPOTKA, CYCIeH3UM KJIaCTepOB CTBOJIOBEIX  KJIETOK, KOTOPEE
CIIOCOBHE K CaMOIIPOMU3BOJLHOMY POCTYy U IubdepeHUMPOBKe. B Takux
YCJIOBUAX  KYJBbTUBUPOBAHMA  KJIACTEPH  CTBOJIOBHX  KJIETOK  OyIOyT
obbepeHIMPOBATECA B COOTBETCTBMM CO CBOMMM T'eHeTHUeCKVMH
npoTrpaMMaMu, He  HalOpaBJigeMbHe CHeluduuecku NOpenoCTaBJIgeMBMU
YCJIOBUAMU  KYJIBTUBUPOBAHUA. KinacTepH, chopMUpPOBaHHEE TaKUM
oBbpa30oM, Ha3HBaLT "BSMOPMOMIHBEIMM TeJiblaMu" M3-3a MX CXONCTBa C
SMOPMOHOM MJIEKONMTAKIMETO Ha paHHeM cCcTaour pas3BuTHua. CM. Rust
(2006) . IJIOPUIIOTEHTHEE KJIEeTKM OYyOYyT [IPOM3BOIUTE BSMOPUOUIHEE
TeJiblla, KOTOPHE CcoIepXaT KakK UM 5>MOPMOH MIEKONIMTaKMero, BCe TpU
3apPOOHIEBHX JIMCTKAa: D2KTOIEPMY, SHIOOEPMYy M Me30OepMy. B oTanuue
OT IUIOPUIIOTEHTHHX CTBOJIOBHX KJIETOK, OOHAKO, CMeCh, I[OJIydeHHas
13 KJEeTOK II0O HacTosAleMy M300peTeHMI, He colepXalla KJIETOK
Me300epMajIbHOTO HallpaBJieHUs OUbbepeHUUMPOBKM (CcM. Opumep 4,
HanpuMep, OATHM Oaparpad) .

KileTku 10 M300peTeHMIO TaKXe MCIOJb30BajlM B IIPOTOKOJIE,
OOBUHO INpMMeHSeMOM OJg OUOPEepPEeHLUUMPOBKM ILJIIOPUIIOTEHTHEX CTBOJIOBHX
KJIETOK B KapOMOMMOLIMTH, KOTOpPHE ABJIAITCSH KJIeTKaMM
Me300epMajIbHOTO HalpabjieHUua InbdepeHUMPOBKM. Takxe B OTJIMUME OT
IUIOPUIIOTEHTHHX CTBOJIOBHX KJIETOK, KJIETKM IO M300peTeHMID He
SKCIPEeCCHUPOBaAJ M T'eHH, CBA3aHHHE C KapIMOMMOLMTaMM, B OTBET Ha
OPOTOKOJ IUbbepeHUMPOBKM. BU3yaJIbHHM OCMOTP I[IOKasaJ, UYTO HU
O0Ha M3 KJIeTOK, OIMCAHHHX B HacCTOAmeM M300peTeHUM, He OPOSABIIAJa
TUIVWYUHOM MOPGOJIOTUM KapIMOMMOLMTOR, CBUIOESTENLCTBRyKmMEeN 00 uX
COKpaTMMOCTH. Takum oOpa3oM, MeHee UeM NPUOIU3UTEJBHO 5% KIETOK
OTBETUJIM Ha TIIPOTOKOJ, MCIOJB3YEeMEM B IaHHOM o6JacTM IJIA
IOJIyUEeHUS KapIOUMOMMOLMTOBR U3 ILJIOPUIIOTEHTHEX CTBOJIOBHX KJIETOK
(cM. npumep 4, HaOpuMep, MeCTOM M CeIbMOM Haparpadh) .

CTBOJIOBEHIE KJIETKM, IIOJIyUeHHEHEe B COOTBETCTBUM C HaCTOAINUM
n30bpeTeHMEM, MMeT  cJenyKmue  CBOMCTEA, He  ONMCAaHHEE IO

HacToAmeI'o BPEMEHNM:
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- NpencTaBJIgnT coBoy OOBHOBJISEMyl IIOIIYJIALMI  CTBOJIOBEIX
KJIETOK, IIOJIYUeHHYID M3 CBeXel IIOIXeJIYIOUHOM XeJle3H ueJIOBeKa;

- IpelpacIllOJIOXEeHEL K >0deKTUBHOM oupdepeHUIMPOBKE B

IpaKTUUYeCKM UMCTHEe Honyaauun (T.e. =280% wmim 290%) CyppoTr'aTHEX
[IaHKpeaTUUYeCKNX KJIETOK, KOTOPHE MOXHO MCIOJIE30BaTh B JIeUEHUN
MHCYJIMHO3aBMUCHUMOT'O CaxapHOTo nuabera;

- He MVMEeT MHTEeTIPUMPOBAHHEIX B I'€HOM SK30T'e€HHHX I'€HOB; U

- MX IOJIy4dalT, PeOopolpaMMUPYT UM KYJbBTHUBUPYIT C IIOMOIBLI
peareHTOB " CriocofBos, KOTOPEHE B IeJIOM  paccMaTpMBaKnTCA
KOHTPOJIMPYRIVMY  OpraHaMM KaK OOIYCTUMEE IJis [IpUMeHeHUusa VY
yeJioBeKa .

CyppoT'aTHEE KJIETKU IOmMKEeIyDOUYHOM XeJIe3H, [IOJIYYEHHEE
COTJIaCHO WU300peTeHMID, TakxXe oO0JaZalT CBOMCTBAaMM, KOTOpPHEE He

OBJIM  OIIMCAaHH PaHee. YKa3aHHEEe CBOMCTBa BRJIOYAKT cilenypiaee,

KJIETKU
-  [OPpencTaBJIglT coBor IO CYIIECTBY  UMCTYH  OIIYJIALMIO
TepalleBTUUEeCKUX KJIeTOK (T.e. 280% wmum =290%), ©6e3 IIpUMecCcH

CTBOJIOBHIX KJIETOK C OHKOTI'€HHBM IIOTEeHUMAaJIOM;

-  IMnddepeHUMPOBAJIMCE C IIOMOUBK pPeal'eHTOB U CIOCOB00B,
KOTOPHE B LeJIOM pacCMaTpUMBaKTCA KOHTPOJMPYKRIMMM oplaHaMM, Kak
OOIIyCTMMEIE OJIS [IPMMeHeHMsa Yy UJeJIOBeKa, U KOTOpPHEe ABJIAITCH
MacHTabuUpyeMEM; U

- He MMEeKnT MHTEeTIPUMPOBAHHEX B I'€é HOM B2K30TeHHEX I'€HOB

B. PYKOBOIOCTBO IIO OCYIECTBJIeHMIO crocoba mzobpeTeHUS

1. Tlomy4yeHMe HATUBHEX [IaHKpeaTUUeCKMX KJIETOK 0e3 MNoTepu UuX
MHOTOOOpasmuga

CoOBpeMEeHHHE CIOCOOHE I[IOJIYUYEHMS KJIETOK M3 OpPTraHOB TpelbyroT
KyJIb TUBMPOBAHUA KJIETOK B TeueHMe IOJITOT'O BpPeMeHM. B pesyisTare,
CyOmnonyJIsaursa OpoJMOepUpPYRIMX KJIEeTOK, KOTOpHEe IIpuclocabliMBanTCs
K YCJIOBUAM  KYJIbTUMBUMPOBAHWSA, HaxoOouTcCs B BoJiee BEITTOITHOM
[IOJIOKEHVM W TIIepeTlOHAeT B pPOCTe IOoNyJsalri, KoTopas CO3IaeT
TOMOT'€HHYI KJIETOUHYIO KYJIbTYPY . YKa3aHHbM beHOMEH, JyacTo
Has3uBaeMell "mperdpoM  KyJILTYpPH", BO3HMKaeT JIMIbL TIIpU LOeCATHU
YIOBOEHMAX [IONYJIALUA.

B oTnmume oOT 3TOTO, HaCTOAllee M300peTeHMe IIpemycMaTpubBaeT,
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uTo KJIETKMU, [IOJIYUYEHHHE ns3 3pesyIoTo opraHa, He IIOJDKHEL
KyJIb TUBUPOBATHCA B TeueHMre OJIMTEeJIEHOTO nepuoma BpEeMeHM,
OPennouTUTEJIbHO B TeueHMe OOHOM HeOeJlM WMJIM MeHblle, C MeHee ueM,
yeM 5 yIOBOeHMAMM IIONYJIALUMM. HalpoTuB, B HaCTOAlleM M300peTeHUNn
yKas3aHO, UTO KJIeTKM, I[IOJIYYeHHHE U3 B3peJIoT0 opraHa, He HYXHO
KyJIbE TUBMPOBATH B TeueHNe OJIUTEeJIbHOT O nepuona BpeMeHN,
OPenrnouTUTeJIbHO UX KYJbBTHUBUPYIOT B TeueHMe OIHOM HeOeJu WU
MeHbIle, c MeHee ueMm 5 YIBOEHUAMU IOy JIALNMA . Takoe
KYJILTUBUMPOBAaHME IMIpeloTBpallaeT amalTalMrio KJISTOUHOM IMONYJISLUUM K
YCJIOBUAM KYJIBTUBUPOBAHMA ¥ MUHMMM3UMPYET BO3MOXHOCTBL TOI'O, UYTO
BHICTpOpaCTymMe KJIeTkM OOTOHAT B POCTe IOoNyJdalUMi WM CHU3AT B
ofmeM paszHooOpasue MNONYJIALUN.

2. PenporpaMMmMpoBaHUe KJIETOK tes VHTeTpalumn VI
IPOOOJIKUTEJILHOM SKCIPEeCCUM PeNporpaMMUPYINMX IT'eHOB

UYeTepe TeHa, Octd4d, Sox2, K1f4, m Myc, OyIyT BH3HBATbH Y
3peJiof KJEeTKM I[IOfABJIeHMEe CBOMCTB CTBOJIOBOM KJETKM. YKa3aHHHEe
"penporpaMMypyomye TeHH" OOJIKHE BSKCIPeCcCCUMpOBATLCA B TOM CaMoMn
KJIETKe, KOTOPYyK HeOoOXOIMMO penporpaMMMpoBaTh, M OOBUHO UX
OOCTAaBJIAIT C IIOMOIIBK BHUPYCOB, KOTOPHE BCTAaBJIAKT I'€HEl B I'€HOM
XO03MMHa, I'IOe OHM MOI'YT HSKCIPeCCHUpOBaTbLCAH.

KitleTkyr, KOTOpBE cCoOepXaT I'eHbl, BCTaBJIEHHEE B UX T€HOM
cayyavHeM — oBpasoM, OBBIUHO He  JOONyCKalTCAa  KOHTPOJIMPYIIVMA
opraHaMM mOJis TPaHCIJIaHTalUMM YeJIOBekKy. OTO CBS3aHO C TeM, UTo
KJIETKM, MOIUOUUIMPOBAHHEIE TakMM ofpa3oM, uMmeilT 0o0Jiee BHCOKUM
PUCK OHKOT'eHHOCTM, uYeM HeoOpab®oTaHHEE KJIEeTKH.

Hacrosmee n3obpeTeHMe npenmnojiaraeT OOCTaBKY
pernporpaMMMpyKIMx TeHOB B ILJla3MMIax, KOTOPHE He MHTETIPUPYIOT
TeHH B TI'€HOM M, CJIeODOBaTeJIbHO, ofeclneuuBamnT TOJBKO BPEMEHHY
DKCIIPECCUI YKa3aHHHX I'eHOB. Tor'ma Kak B AOpe TI'eHH, IOOCTAaBJIEHHHE
Jias3MmMmuon, MOTYT OBITH TPaHCKPUOMPORBaHH HYyKJIe apHBEMM
TPAHCKPUIILMOHHEMM KOMIUJIeKCcaMM xo3amHa. CMm. Takacs (2010).

B HOpelnoudTUTEeJIbHOM BapMaHTe OCYMeCTRBJIEHMS T'€HH JOCTaBJISKT
B BIIMCOMAJIEHEX I[IJIa3MUIax .

TepMrH "3nOMcCoOMaJIbHEIE" OTHOCUTCSA K ILJIa3MMIOaM, KOTOPBE MOTYT
CYIeCTBOBATE B fAOpe KIETKM, HO KOTOPHE He BKJKUAKTCHA B KaKyo-

Jubo xpoMocoMy kJeTku (Takacs, Bome). CO BpeMeHeM 53IMCOMalibHEE
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IJIa3MMUOE  YyHOaJISTCHa M3 KIJIeTOUHOM I[IONYJSAUMM, IIOCKOJIBEKY OHM He
PEILIMUVPYITCA WM OTOEeJIATCA BO BpeMda MMTO3a. Kpome TOTrO,
BOMCOMAaJIbHEE ILJIa3MUIOE MOTYT OBTE yIOaJIeHE M3 dOpa MM MOTYT OHTH
paspyleHH.

diieH ceMelicTBa myc, OOEUHO VCIIOJIb 3y MBI 014
penporpoMMmMpoBaHmuda, C-myc, ABJIAETCHA M3BECTHEIM OHKOI'€HOM. B
OPEeNIoOUTUTEJILHOM BapMaHTe OCYIEeCTRBJIEHUS B HACTOANEM M300peTeHUU
WCIOJb3YIT L-myCc, KOTOPHM He SABJIAeTCH OHKOT'eHOM, BMecTo C-mycC.
CMm. Nakagawa (2010).

3. OTbop KJIETOK, IIOOXO I AMUX 0JIs TepalleBTUYEeCKOTO
[IpUMeHeHU I

KieTkwy, KOTOPEE  pelporpaMMUpPYITCH, OTJIMYaKnTCad OT He
penNporpaMMUPOBaHHEIX KJIETOK TeM, UYTO OHM IPOABJIART TUIUUHYIO
MOPGOJIOTHIO CTBOJIOBEIX KJIETOK. TUNMUHEE CTBOJIOBEE KJIETKU
OpedCTaBJIAT CcOO0OM MeJIKMe KJIETKM OKPpYyIJIoW GOpME, MMeRT KpPYIIHOE
AOPO ¥ HeDOJIBIIYK LUUTOIIa3My, M 00pa3ylnT IIpM poCTe KOMIlaKTHHEe
KJIaCTEPH .

OTHOCUTEJIBHO HeOoJblaAg, HO pacrosHaBaeMad bpakumga
YKa3aHHEIX pPenporpaMMmUpPOBaHHEX KJIETOK ABJIAETCH VMCTOUHNKOM
CYPPOTaTHEX KJIETOK IOOXKEJIyDOUHOM XeJle 3H bapmMmalleBTHUUECKOM
CTelleHM UMCTOTEl, COIJIACHO HacToAmeMy M300peTeHUn. YKa3aHHY
bpakuMo UMOeHTUOULUMPYIOT Ha OCHOBaHMM COOTBETCTBUA KPUTEPUAM,
IOOPODOHO OIMCAaHHEIM HIMXE .

- CHOCOOGHOCTE HOpOJIMQEepMPOBaThH B YCJOBMAX CpelH, CcolepxXallel
omnpenejieHHHE KOMIIOHEHTH HEeXMBOTHOI'O IIPOUCXOXIEeHMUS .

- CrnocoBHOCTBL OTBeYaThb Ha MMHYMAJILHHEY OubdbepeHIUPYOMUA
IIPOTOKOJI NyTeM IUOGOepeHUVMPOBKM B IHNPaKTUUYECKM UNCTYR IIOIIYJISLUIO
KJIETOK IOIXEJIyIOUHOM XeJIe3E, T.e. IIONYyJALMIO, COIepXallyld IO
MeHbIIeV Mepe NOpubinsuTesbHO 80%, OpPpeANOoUTHUTENBLHO IO MeHbIen
Mepe NOpubansmuTessHOo 90% KIIETOK, KOTOPHE DHDKCIPEeCCUPYT I'eHH,
XapakKTepHEe 0JId IaHKpeaTUyueCKUX SHIOOKPUHHEIX KJIETOK—
IpenueCTBEeHHNKOB u KOTOpPEHE MOTYT co3peBaThb B
TOPMOHIIPOOYLUMPYRIIME KJIETKM OCTPOBKOB JlaHT'epraHca. IIpoTOKOJ 11O
M300peTeHN I[pelHas3HadeH JIA HallpaBJIeHUA KJIEeTOK, [IOONAaKINXCA
BOBOEMCTBMI, IO N0OyTM IUOGOEPeHUVPOBKYM, KOTOPEM BOCIPOM3BOOUT

IIyThE, KOTOpbfVi IIpoXoOoAT CTBOJIOBEIE KIIETKM OpPI'aHM3Ma 4YeJIOBeKa IIPpU
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PasBmUTUMA HOHXeﬂyHOqHOﬁ XKeJIEe3SH. COOTBETCTBEHHO, IIPOTOKOJI
VIMHUTHPYyET prasemuTHUE deJIOBEeKa C OOCTAaTOUHOM TOYHOCTEIO IJIA
IIOJIy4YEeHMA HaHeraTquCKOﬁ KRJIETKNM, KoTOopad He oTJIMYaeTCAd oT
HaHeraTquCKOﬁ RJIETKNM, KOTOPVYIO BEIOEJIAT ns PasBMruBaKmeIrocAa
IJiooma UeJIOBeKa I HOBOPOXIEHHOT'O. B oTJIiM4yne oT ODOBIUHBIX
criocofos, B TIPOTOKOJIE COIJIaCHO MBO@peTeHMD, TakKXe MCIIOJIBE3YKT
TOJIBKO OoIipeneJIeHHEe KOMITOHEeHTEL HeXVMBOTHOI'O IIPOUCXOXIOEeHIM A,
KOTOPEIE MOT'YT IIPMMEHATBECHA B MaCMTaGMpyeMOM @apMaHeBTquCKOM
[IPpOU3BONCTBEHHOM IIpollecce. ToO ecThb, B I[IPOTOKOJIE II0O MSOGpeTeHMD
He MCIIOJIBE3yeTCAd HM CEBOPOTKa, MCIIOJIE3yeMad OO Cux IIOop OJId

IIOBHIIEHMA BBEDXMBaAeMOCTM KJIETOK, HM UYJIeH ceMeMcTBa wnt, @aKTOp

pocTa, KOTOPHI ABJISETCH Upe3BHUYAWHO HeCcTaOWJIbHEM n
IOPOTOCTO AMMUM.
- CIIOCOBHOCTE IOy 1AL BEIXMBATH rmocje PO ey PH

IMOPepeHIMPOBKM, B pPe3yJbTaTe uYel'0 MOXeT OHTHb YCIEMHO II0JIydeHa
foJibllasg TIONYJIAUMA TIIaHKpeaTUYeCKMX KJIIEeTOK. Kak yKa3aHO, TepMHUH
"BEIKMBaHMe" o3HauaeT, UYTO, IO MeHblleM Mepe, OpubiansmTenabHo 380%
VUCXOIOHOM XMBHECHOCOOHOM KJIETOUHOM IMIONYyJALMM, OIPeOlouTUTeNILHO,
IO MeHbBIeM Mepe, npubims3nuTesHO  90%  [monyJdauumu, COXpaH{aeT
KM3BHECIIOCODOHOCTE B KOHIIE INPOoLenyph OUOPEepeHUUPOBKMA.

CorJiacHO n300peTeHND, oTBop KJIETOK, KOTOPHE
IpenpacloJIOXeHE K O0pa30BaHM [IaHKpeaTUUeCKUX KJIETOK, HalpaBJieH
[IPOTUB KJIETOK, KOTOPHE MeT CBOMCTRBO [JIIOPUIIOTEHTHOCTH,
OCHOBaHHOe Ha 5»0PeKTMBHOM CO3PEeBaHMM KJIETOK IIO BCEeM TpeM
HalpaBJIeHUAM OUOPEepeHIMPOBKM B OpraHM3Me ueJiloBekKa. B YacTHOCTH,
KJIETKMU, cocTaBJgKIMe BHIIEYIIOMAHY TYIO bpakumo, KOoTOopad
COOTBETCTBYET YyKa3aHHBEIM KPUTEPUAM, He ABJISKTCSH ILJIOPUIIOTEHTHEMU,

IIOCKOJIEKY OHWM IO CYymecTBYy He CHOCOOHH muddepeHIMPOBATHECA B

KJIIETKM Me30IOepMaJIbHOT'O HallpaBJI€HMA, T.C. 10 MeHben Mepe
HpM@ﬂMSMTeHBHO 5%, IIpenliouyTrTeJIEHO I10 MeHbIIeMn Mepe

npubian3nresbHo 10%, wm BoJjiee TIPeArnoUTUTENILHO I[I0 MeHbIeW Mepe

NpUBIM3UTEJILHO 20% [IOIYJIALINM nrddepeHUIMPOBAHHEX KJIETOK
IPOABJIART  XapaKTepUCTUKHA, crelunMdmMUHLEEe  OJIS  Me30IOepMaJibHOT'O

HalpaiBJieHUA OUOOEPEeHUUPOBKHA .
C. IlprMepEl

1. I[TosyuyeHue IIePBMUYHEIX I[TaHKpeaTNnYeCKMX KJIETOK C
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VCIIOJIbL30BaHMUEM TOJILKO omnpenejleHHHX peareHTOB HeXMBOTHOTO
IPOUCXOXIEeHU S

[IomxeJIyOOUHYID XeJjle3y UeJloBeka TMaTeJIbHO IIPOMHBAaJM Cpelon
DMEM, »OomoJiHeHHOM 5X aHTUOMOTUKOM/IIPOTUBOTPUOKOBEM CPEeICTBOM
(MeHMUMJIIMH, CcTpenTtoMuimnH, amborTepmumH. Life Technologies).
HeOoJsibmyl 4YacThb TKaHM M3MeJbUajld Ha KYyCOUKM pa3MepoM He 0Oojiee 2
MM B IOMaMeTpe. M3MeJIbUeHHYID TKaHb IIepeHocuJM B 50 MJI KOHUMUECKYIO
OpoBUPKY ¥ »OaBajlM OCeCThb II0H IeMCTBUEeM CUJH TasxecT (omur.l
A,B).

Cpeny 3aMeH AJIN cBexen cpenom DMEM, IOIIOJIHEHHOM 5X
AHTUOMOTUKA/IPOTUBOTPUOKOBOTO  CpedcTBa, M  UHKYyOMpOBaJM  IIpU
KOMHAaTHOM TeMIlepaType B TeueHMe 5 MHMHYT. 3aTeM cpeny 3aMeHIJIu
[IePBUUHOMN KYJIbTYpaJbHOM cpenow, comepxamemn DMEM/F12, L-
ackopbuHOBasg KucJoTa-2-dpochar (64 wMr/ja), cejeHUT HaTpug (14
MKT/JI), wuHcyJguH (19,4 wmr/j), NaHCOs (543 wMmr/J), TpaHcheppuH
(10,7 mr/31), TGF Gera 1 (2 Mxr/j), bFGEF (10 umxr/Jj), remapuH (50
MKT'/JI), U TUOpoKOopTM30oH (100 HM). Cpeny IOOBOIMIM OO 3HaueHui pH
7,4 m 340 MOcCM.

B BapuaHTe BHIEIPUBEIEHHOTO I[IPOTOKOJAa MCIHOJL30BaJIM Cpeny
Essential 8 (Life Technologies), monojHenuyo EGEF (100 wmxr/ia),
TpoMObuHoM (1 En/mi) u  TuUgpokopTusoHoM (100 HM). B OpyroMm
BapMaHTe OCYHmecCTBJeHUS OQPaKIMOHUMPOBAHHYI TKaHbL IIOIKEJYIOUHOM
XeJle3n, OpuodpeTeHHyi B Prodo Labs (Irvine, CA), HUCIOJIL30BaJM
BMECTO IlLIeJIOV T[MOmXeJIYIOUHOM XeJIe3h UYeJIoBeka; TO eCTb TKaHb
IIOIKEJIYOOUHOM XeJie3H (QpaKUMOHMPOBAJM Ha IIpelapaThH OCTPOBKOB U
IpernapaToB IIPOTOKOB. B IOpyI'OM BapMaHTe MCIOJL30BaJM UPe3KOXHYIO
IYHKLUMOHHYID  OMOIICHUIO. B ykaszaHHHX BapuaHTax He  HabJooau
CYIIeCTBEHHOTO M3MeHeHUud pes’yibTaTa.

Kommmarenasy HEeXMBOTHOTO MNPOUCXOXIOEHNI, MapkKu AFA
(Worthington Biochemical) B xojuuecTBe 50 MI/MI HoOaBJIAIM K
cpene, U UYamKy IleTpM IIOMemaJ XM Ha HOUL B MHKyDaTOp C YyBJIaXHeHMEeM
npu 37°C. Ha cJenyomui »OeHb OCTalJIbHHEe KJIETOUHHEE CKOILJIEHUS
paz3buBajgM C IIOMOILID pPecyCleHIVMPOBaHMA. PacTBOpP I[IepeHOCHUIIM B
KOHMUECKYD MOPpOoBMPKY U LeHTPpUdYyIMpoBaJM B TeueHMe 4 MMHYT IIpU

200XG. Cpemy OTCaCHBaJIM M KJIETOUHHIM OCaIOK pPecyCIeHOIVWPOBaJ M B
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cpene IJg INepBUUHOM KYJBTYPH. 3aTeM KJIETKM IIepeHOCWUIM B UYallKy
[leTpn C npenBapUTesIbHO HaHEeCEHHEM cybcTparoMm CELLstart
(Invitrogen) ¥ BO3BpamalM B MHKyDaTop. Uepes 24 dyaca KJIETKU
IPUKPEIUIANNCE K Yalike IleTpu, MM HadaJuM pasMHOXaTbcAa (cM. o¢our.l,
nzsobpaxeHue C) .

B BapMaHTe YyKa3aHHOT'O IIPOTOKOJa KoJulareHasy 3aMeHAIM 1X
TrypLE Select (Life Technologies). B @mpyroM BapMaHTe UYallkuU
[Tlerpum ¢ CELLstart 3saMeHAJM uYamKamMu I[leTpy, I[DOKPHTHEMY CyOCcTpaToM
1X VitronectinXF (Stem Cell Technologies). Hm B OOHOM U3
BapMaHTOR He HabJoOaljlM 3HAUMTEJIBHOI'O M3MeHeHUs.

Korma pocCcT KJETOUYHOM KYJBTYPH IIOUTM HOCTUTAJ CTEeIleHU
CIIMAHVA MOHOCJIOA Ha BCel TIOBEepPXHOCTM pocCTa, KJIeTKM OTIeJIANIN
nyTeMm pnobtamjeHusa TrypLE Select (Life Technologies) u cobupalu
IJIS penpoTrpaMMMPOBaHMA. YKas3aHHHY MOpolleCcC, HauMHasg C IIOJIyUYeHUd
IOIKEIYy DOUHOM XeJIe3H, IIPOOOJIXAJIC A He BoJiee 9 OHeN.
Heucnosie30BaHHEE KJIETKM I[IOOBepIl'alii KPMOKOHCepBaluuu B Synth-a-
freeze CTS (Life Technologies), B COOTBETCTBMM C MHCTPYKLUMAMU
IPOM3BOOUTEIIEN. B BapuaHTe, He BHI3BABIIEM 3HAUUTEJIEHOTO
M3MEeHEHM I, HEMCIIOJIb30BAaHHEE KJETKM [IOOBepraliM KPMOKOHCepBalUM B
cpelle IJid IIEPBUYHOM KYJILTYPH, HONOJIHeHHOM 10% DMSO.

2. PenporpaMMMpOBaHMeE  KJIETOK  I[IOIXKEJIyOOUHOM  KeJjle3H C
MCIIOJIb30BaHMEM TOJIBKO BeKTOPOB, He MHTEIPUPYKIMX T'€HH, WU
OIpeleJIeHHHX pPealeHTOB HEeXMBOTHOTO IIPOUCXOXIEHMI.

KileTouHBE KyJBTYPH Pas3beIMHAIM Ha OTHEJIbHEE KJIETKM C
nmoMomeilo peareHTa TrypLE Select. IlogcueT KJIETOK B CYCIEH3UU
OTIOeJIbHEX KJIETOK OCylleCTBJIIAIN c IIOMOIIEIO TeMOLMTOMETPA .
[lepenocuyim 1,5E6 KJeTOK B  HOBYK KOHMUECKYK IHIpPOOMPKY U
LEeHTPpUOY TMPOBaJIN B TeueHNe 4 MUHYT npu 200XG. Ocamok
pecycrneHaupoBalIM B pacTBope V (Lonza), IONOJHEHHOM 7,5 MKD
IasMmOoel IJisg  pelpolpaMMypobBaHmMa 1 wm 12,5 MKD ILJIasMUOBEL  OJIS
pernporpaMMMpOBaHna 2 (pur.2), M OoBaBiIAaIM B KOBeTYy  IJidg
BJleKTponopauun. ImasMuiel OJid pelpolpaMMMPOBaHMA 1 M 2 ABJIAKRTCH
SIOVNCOMAaJIBHEMYM, He MVHTeIPUPYIRIMMKUCA B I'eHOM IJlasMMIaMr. L'eHH,
MCIIOJIb30BAaHHEE B IJla3MuOax OJa pelpol'paMMMpPOBaHMA, OIMCAaHH,
HanpuMep, Takahashi (2006). L-myc HMCIOJb30BaJM BMecTo C-myc,

M3BECTHOTO OHKOTEHa. CMm. Nakagawa (2010) . KioBeTy  OBCTPO
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BCTaBJIAIM B HyKJeobpekTop Lonza U NOPOBOOWUIM DBJEKTPOIOpalMil C
IIOMOIIBI0 IIporpaMMel T-024.

SJIeKTPOIOPUPOBAaHHEE KJIETKM Pa3BOOWUIIM B KYJbTYpPaJIbHOM cCpele
O0JIA PeNpol'paMMMPOBaHMA M IIEPEHOCWMJIM B UYallky, [IpeIBapUTeJIbHO
nokpuTee CELLstart. KyJnbTypalsbHad cpela IJA PenporpaMMUpOBaHMA
cocTrosayga w3 DMEM/F12, L-ackopOMHOBOM KMCJOTH-2-dochaTa (64
MIT/J1), cejeHuTa HaTpud (14 Mxr/J), uHCcyIMHa (19,4 mr/s), NaHCOs
(543 wmr/J), TpaHcbeppuHa (10,7 wMmr/ja), TGF otera 1 (2 wMD/ia),
bFGF (10 wmkr/J), wu TenapuHa (50 wMxr/ma). CpeIy IOBOOMIM IO
3HaueHunn pH 7,4 um 340 MOcM. AJLTEepHATUMBHO B3JIEKTPOIOPUPOBAaHHHE
KJIeTKM pPas3BOIMIM B cpele Essential 6 (Life Technologies),
nornoJjiHeHHo 100 Hr/Mn bFGF (Sigma), 100 MrM OyTwpaTa HaTpuUg
(Sigma) m 100 HM rTUOpOKOPTHM3OHA (Sigma).

Cpeny MeHAJM Kaxnele 2 IOHA. Heoba3aTelJIbHO Cpelly IOINOJHSAIU 2
MM BaJILIPOEBOM KUMCJOTH (Sigma) B nHM 4-10. KieTku OaCCHUpPOBaMH,
KOT'la OHM HOOCTUTAJIM CTEeleHM CIMAHMA MOHOCJOA, C IoMombil TrypLE.
K 20 @mgHO HOOABJAJIMCEH KOJIOHMM KJIETOK C MOp®OJIOTHEN CTBOJIOBHX
KJeTok (pur.3).

3. VoeHTHOMKaUMA M OTOOP KJETOK, MCIOJb3YyEMEX IJA JI€UEHUHA
VMHCYJIMHO3aBUCHUMOTO IOmadeTa

IJecaTb KOJIOHMM KJIETOK C MOPOOJIOTMEN CTBOJIOBHIX KJIETOK
BPYUHYID OTIEeJIAIM OT cydcTpaTa B BUIe HeDOJILIIMX CKOILJIEHUN KJIETOK
M TEPEeHOCUJIM B HOBHE UYallky IleTpu, C OpeldBapUTeJIbHO HaHeCeHHBM
CELLstart, " KYyJIE TUBUPOBAJIU C KYJIbTYpPaJlbHOM cpenon oJid
penporpaMMMpPOBaHMsa. B BapuaHTe IIPOTOKOJa KOJOHMM C MopboJoruen
CTBOJIOBEIX KJIETOK II€PEHOCWJIM Ha UYallky IleTpu C TI[IpeOBapUTeJIbHO
HaHeCeHHEM cyOcTpaToM Vitronectin XF (Stem Cell Technologies).

V3 TOJIydeHHHX TakKuM oB0pasoM OecaTH KOJIOHWMM, MeCTb KOJIOHUU
PO OOJIXaJIN Pa3sMHOXaTECSI Des M3MeHEeHU I MOPQOJIOT UM . Bpewms
YOBOEHUS TONYJIAUMM KJIETOK PacCUMTHBAJIM B TedeHMe MHaccaxerm 1-3
(pur.4) .

3aTeM KOJIOHUM IIPOJIMPEPUPYRIINX KJIIETOK I[IePeHOCWUIIM B JIYHKU
MeECTUJIYHOUHEIX KYJbTYpPAaJIbHEX IIJIAHMETOR, NPedIBRapPUTEJILHO [TOKPHTHX
CELLstart, ¥ OCTarBJAJM pacTM IIOUTM OO CJMAHMA MOHocJoa. Illpu
OOCTWXEHUM I[IOYUTH IIOJIHOTO CJMAHMA MOHOCJIOA KJIETKM MCIIOJIB30BaJiM B

IIPOTOKOJIE HpFIMOﬁ ,]_'LI/I(l)(_bepeHH,MpOBKM KRIIETOK B ITaHKpeaTn4YeCKOM
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HalpaBJIEHUN . AJILTEepPHaTUBHO, KJIETKU IepeHOCUIN B JIYHKU
MEeCTUJIYHOUHHX TKAaHEeBHX ILJIAHMEeTOB C OpelBapUTesIbHO HaHeCeHHHM
cybcrpaToM Vitronectin XF (Stem Cell Technologies).

HOBBIM MPOTOKOJ IJIA CTUMYJIAUUM OIUOOEePpeHIMPOBKM CTBOJIOBHX
KJIETOK B I[IaHKpeaTUUeCKOM HalpaBJIeHMM: Ccpely 3aMeHsiau DMEM/F-12,
nornoJiHeHHoM 0,2% UYeJIOBEUECKOTO CHBOPOTOUHOTO albOymmuHa (HSA),
0,5XN2 (Life Technologies), 0,5XB27 (Life Technologies), 100
HT/MJI aKTMBMHa A, ¥ 1 MKM BoOpTMaHHMHa (Sigma). Cpenmy MeHIJIU
yepes 2 @OH4. K 4-Mmy ©OHIO KJIETKM DSKCIpecCHupoBajM  T'eHH,
XapakTepHHe @OJS DSHIOODEepMaJIbHOT'O HalpaBJieHUs IUbdepeHLUMPOBKH,
Sox 17, HNF3B m HNF4o. Ha 5-1 meHb cpeny 3samMeHganu IMDM/F-12,
nornoJHeHnHo 0,5% HSA, 2 MM peTMHOEBOM KMCJOTH (Sigma), 50
ur/min Noggin, 10 uHT/Mn FGF7/KGF, u 0,5% UMHCYIVMH-TpaHCbeppUH-—
cejled (BD Biosciences). Cpeny MeHSJM Ha /-¥ @OeHb. Ha @OeBATHM
IoeHb, cpely 3aMeHaJau cpenow DMEM, pomoJHeHHowm 1% ITS, 1XN2, u
50 ur/mn EGF. Cpeny MeHaau B mguHM 11 m 13. K 15-My OHO KJIETKU
OIOHOBPEMEHHO DKCIIPECCUPOBAJIN T'eHH, XapaKTepHLHe OJId
IaHKpeaTUUYEeCKMX KJIETOK, M3 KOTOPHX IIPOUCXOOUT 2HIOKPMHHAS TKaHDb
IIOImXeJIYOOUHOM XeJjle3r, Pdxl, Nkx6.1l, u NeuroD.

V3 mecTM KOJIOHMM TOJIBKO IOBe CMOIJIM BHXUTE II0OCJIE IIPOLeIypPH
InbbepeHUMPOBKM . BHXMBaHME OINpPenesiSiT KakK CcoxXpaHeHHue IIocie
obbepeHUIMPOBKM IO MeHbmer Mepe 80% KJeTOK, [IOOBEPT'HY THX
npouenype IUOGOepeHUUPOBKM. Ha ISTHAOUATHEM IeHb IBEe BLIXMBIIME
KYJILTYPH QOQUKCHUPOBANIM C MCIHOJIb30BaHMeM 4% napadopmalibmeruma U
IoOTOTaBJIMBAaJINU IJIs VIMMYHOULUUTOXVMUUECKOTO OKpamyBaHMg .
Skcnpeccurn OengxoB Pdxl wm Nkx6.1 BuM3yalusMpoBaJiM C IIOMOUBLI
IepBOM MHKYOaAlMM C aHTHUTeJlaMM aHTu-Pdxl m aHT™u-Nkx6.1l, M BTOpOU
MHKYyDalumum c BTOPUUHBEMA aHTuTeJIaMu, CoeIMHEeHHBMN C
GJIYOpPEeCUEeHTHEIM  KpaCUTeJIEM. ns OBYX KYJILTYP TOJILKO omHa
COXpaHuJlaCcb B BUIe IIOUTHM CIJIOMHOTO CJOS KJIeTOK KYJbLTYPH,
COCTOAMEero IIOoUTKM MWCKJIUMTeJIbHO M3 Pdxl m Nkx6.1 OMIO3UTHMBHEX

kJeTok (pur.5). IlomcueT sAOep Ha HECKOJBKUMX QJIIyOpPeCLeHTHHX

n300paxeHnax kJoHa 10 mnokasaj, 4YTo >95% KIIETOK DHKCIpeCCUpOBalix
Pdx1l m Nkx6.1.

4. TecTH Ha TIUTIIOPUTIOTEHTHOCTD
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Kiiouel kJjieTtok  5-10 1nuddbepeHUMpPOBAJM B  TPpU  [IE€PBUYHEX
3apPONHIIEBEX JIMCTKa, YTOOH OIpeleliMTh, ABJIAJIUCE JIM YKa3aHHHE
CTBOJIOBEE KJIETKM I[UJIOPUIIOTEHTHEMM. I[IPOTOKOJN IOUOOEepeHUNPOBKHY,
OOBUHO MCIIOJIB3YEMBI CllelMalucTaMy B HaHHOM oB0JjlacTu, I[IO3BOJISAET
IPpOBOOUTE  IUOGOEePeHUMPOBKY  CTBOJIOBEIX KJIeTOK B  "3MOPUOMIHEE
Teagrua”. Cm. [Rust 2006]. OIuddepeHUMPOBKY OLEHMBAJIM C IIOMOIBIO
aHamM3a skclIpeccun reHoB B RT-gPCR.

IBe JIyHKM MEeCTUJIYHOUHHX ILJIQHIIETOB, comepxamye  KJEeTKU
KaXgoro u3 KJIOHOB 5-10, KyJIbBTUMBMPOBAJIM C MOUCIA30M B TeUeHUe
nartuy MuMHYT (Stem Cell Technologies) u BPYYHYKR OTHOENANM KJIETKU
OyTeM COCKabIMBaHMA HaKOHEUHMKOM aBTOMaTHMUECKOMW NOumneTku. Cpeny,
comepXallyd CKOILJIEHUS KJIETOK, IIE€PEHOCWJIM B KOHUUECKYI [IPOOUPKY U
neHTpubyrupoBammu npu 90XG B TedueHMe b MMHYT. KIeTOUHHM OCaIOK
OTMHBaJIM cpeno¥ DMEM (Gibco) u pecycneHOMpoBRaauM B cpene RPMI,
OOIOJIHEHHOM 20% 3aMeHUTeJIeM CHBOPOTKM (Invitrogen) m 0,5% 006/00
NeHVIMJIMHA / cTpenToMuiinia (Gibco) .

KiteTouHEle ocalKM [IepeHOCUIIN B JYHKM — MeCTUJIYHOUHOTO
IJIaHleTa C HU3KOM ancopdblumer M KyJIbBTUBMPOBAJIM B TedeHue 15
oHelV. Cpeny MeHAJM KaxIele 2-3 @»OHA. UYepes 1OBa OHA HadMHaJIU
bopMMpoBaTHECA SMOPMOUIOHBEE TeJibla. AJIMKBOTH SMOPMOHAJILHEX TeJlel]
cobupamm B gHM 0, 3 m 10, M OpOBOIMJIM aHaJu3 C noMomeio OT-IIIP.
Ofmymo PHK BEIIEJIAJIN C IIOMOIIEBIO Habopa RNeasy (Qiagen),
obpabaTrBanu [OHKazoMm Ha OuIbTPpe M OPOBOIMIM KOJIMUECTBEHHOE
onpelejieHVe IIyTeM M3MepeHMd IIOoIJIomeHuda B YO-objacTu. COIJIaCHO
VHCTPYKLIMAM IIpOoM3BOOMTEeJSA, Bcero 1 Mk PHK nepeBommiam B kIOHK C
VCIIOJIb30BaHreM OOpaTHOM TPaHCKPUIITA3H BMPYCa MBIMHOTO JIeMKo3a
Momonmu (M-MulV) (New England Biolabs) M TekcaMepHHX OIpaliMepoOB
CO CJIydaVHOM I[IOCJIeNOBaTeJIbHOCTHIO.

KoJimuecTBEeHHYIO IIIp OCVyIleCTBJIAJIU C 50 HT obpaTHOM
TPaHCKPUIITA3H B Kaxnoon peaxummu, 250 HM xaxZoro nOpalnMepa, U
peakuuoHHOM cMecu 1XSYBR green PCR (Bi0o-RAD) M aHaJlM3UPOBAJIMU C
IIOMOIIELIO TepMOLUKJIIEPa iCycler (Bio-RAD) . [Tapr IpaliMepoB
[IepeuncJiIeHH B Tabiuile 1. OKCIPeCCHMK PacCUMTHBAaJIM Ha OCHOBaHUU
CTaHOapTHOM KPpUBOM, HOPMaJIM30BaHHOMU 1o BeTa-aKTHUHY, 7

oTHoCUTeJIbHO OHA 0 (HenmubbepeHUMPOBAHHEE KIETKU) .
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Tabnuua 1
Mpanmepsbl, ncnonb3oBaHHble B konuyectBeHHon OT-TLP

leH Mpamoii npaiiMep OO6paTHbIii npaimep
Oct4 GGCAACCTGGAGAATTTGTT GCCGGTTACAGAACCACACT
Nanog TACCTCAGCCTCCAGCAGAT TGCGTCACACCATTGCTATT
Sox17 CCAGAATCCAGACCTGCACAA | CTCTGCCTCCTCCACGAA
AFP GTAGCGCTGCAAACAATGAA | TCCAACAGCCTGAGAAATC
HNF3 6eta | GGAGCGGTGAAGATGGAA TACGTGTTCATGCCGTTCAT
SHH CCAATTACAACCCCTACATC CAGTTTCACTCCTGGCCACT
Tbhx6 AGTGCTGAGGCCTACCTCCT CCAGAAATGCAGCCGAGTAG
HecTuH GCCCTGACCACTCCAGTTTA GGAGTCCTGGATTTCCTTCC
NeuroD GCCCCAGGGTTATGAGACTA GTCCAGCTTGGAGGACCTT
Nkx2.5 AGGACCCTAGAGCCGAAAAG | GTTGTCCGCCTCGTCTTCT
GATA4 GGAAGCCCAAGAACCTGAAT | GGGAGGAAGGCTCTCACTG
lanbaMHC | ATTGCTGAAACCGAGAATGG CGCTCCTTGAGGTTGAAAAG
Beta Aktun | CAATGTGGCCGAGGACTTTG CATTCTCCTTAGAGAGAAGTGG

QueBMUIOHA KOppesiaumnsa MeXxnoy BEHICOKOMU 50PEKTUBHOCTEIO
IMOOEepPeHIMPOBKM KJIETOK B TIaHKpeaTUMUeCKOM HalpaBJIEHUM U HUSKOMU
30DEeKTUMBHOCTEI IndbepeHINPOBKHU KJIETOK B Mez0oIoepMallbHEM
HalpabkJjieHUM (our.6). Ilo Mepe INIPOXOXOeHUA INOGOEePEeHLUPOBKM BCe
KJIOHEL I[IPOABJIAJIM  CHMXEHHYK  BKCIPeCCHMK  I'€HOB, CBASAHHEIX C
[UIOPUIIOTEHTHOCTEI, WM IIOBHIIEHHYI HSKCIPECCHUI TI'eHOB, XapaKTepHBX
O0JIA KJIETOK DHIOOIOEPMH M DKTOOEepMbEl. B  KJOHax 5-9 Habmonaan
YBeJIMUEeHMEe SKCIPeCCHUM I'€HOB, XapaKTepHHX OJA KJIEeTOK Me30IePME.
B wJjoHe 10 He Ha®moZalM CYmMeCTBEeHHOM  BKCIPeCcCUMM T'e€HOB,
XapaKTepHBX OJA KJIEeTOK Me300EPMEL.

19 HNOOTBEPXIOEHMSA YKa3aHHOTO IIOCJIEONHETO pe3yJibTaTa, KJIOHH
5 m 10 wmcnojapsoBajJM B I[IPOTOKOJE, CO3O0aHHOM IJIS CTUMYJISALUNU
InbbdepeHIMPOBKU [LJTIOPUIIO TE€HTHHIX KJIETOK B Me30epMalibHEE
kapouoMmomTe [Xu 2009]. BrkpaTlle, KJIOHE I[IaCCUPOBAJIM Ha ILJIaHIETE
C HM3KOM ancopbumer a4 GopMUPOBaHMA KIIETOUHHX KJIacTepoB, Kak
OIIMCAaHO BHIIE, 3a VCKJIUEHMEM TOTO, uTo VICIIOJIb 30BaJiu
KyJIETYypaJIbHYyD Cpely oJd pelpol'paMMUpOoBaHMA. Iloclie MHKyDalUM B
TeueHMe HOUM, Cpedy B3aMeHaJM CcpenoM, cocrosamel wn3 DMEM, IX
3aMeHMMEX aMMHOKMcJIOT (Gibco), 2 MM L-rmiyTamuHa (Gibco), 5,5
MKT/MII TpaHcbepprHa (Sigma), 5 HI/MI cejleHuTa HaTpua (Sigma),
0,1 MM BeTa-MepKalTo3TaHoJa (Gibco), u IX
NeHIWJIMHA / cTpenToMuiMba (Gibco) . Cpeny MeHAIM Kaxnbee 3-4 OHA.

CIIOHTaHHOEe raspylueHMe KJIETOYHEIX KJIaCTepoOB, comepXxammx
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Me30oIepMallbHEE KapIMOMUOLMTH, HabIooalu IpubIn3UTeIbHO Ha 12
oeHb B KyJbTypax KkjJoHa 5. K 15 gHio 10 MeHbmeM Mepe 50%
KJIETOUHHX KJIACTEPOB CIIOHTAHHO YMEHBIaJOCh I[IO MeHbIEeW Mepe C
OOHOM CTOPOHH. OMOPMOMIOHEE TeJblla cobupanu Ha 15-M @OeHb U
OCYyIeCcTBJAIM aHam3 OT-IIIIP B OTHOWEHUM TEeHOB, TUIIMUHEX IJIA
KapOUOMUOLUTOB .

T'eHH KapIOIMOMMOLMTORB DKCIIPeCCUpPOBaJIMCh B BOoJIbMMX
KoJIMUecTBaxX KJIOHOM 5, T.e. o MeHbImeM Mepe B 5 pas3 OoJiblie, uUeM
y HeInddepeHUMPOBAHHEX KJeTOoK (¢ur.7). B To xe BpeMsa CIOHTaHHOE
paspylmeHre KIJIEeTOUHEX KJIACTEepOB He OOHapyXMBaJIM B KyJIbType KJIOHA
10 um Ha 12-M OeHb, HM Ha 15-% medb muddepeHUMPOBKM. AHamus OT-
[IIIP »kcCHOpeccuM TeHOB KIETOUHEX KJIACTEPOB IIOKaszaJ, UYTO YPOBHMU
DKCIIPEeCCUN TeHOB KapOIMOMMOLMTOR He [IpeBRHIIAaJIN YPOBHHU,
HabJjmonaeMele B HeIUOOEePeHUMPOBAHHEX CTBOJIOBEX KJIETKAX.

Takum ofbpasoMm, KkKJoH 10 1o cymecTBy OBJI He crnocofeH
InbdepeHUIMPOBATLCA B KJETKM Me30depMallbHOM KapIMaJIbHOM JIMHUMA.
[TOCKOJIBKY He OBHapPyYXUIIN CIIOHTaHHOTO pacnana KJIE TOUHEBIX
KJIACTEPOB, M I[IOCKOJIbBKY T'€HH KapOMOMMOLMTOB He BKCIPeCCHUPOBAaJIMCh
B KOJIMUYeCcTBax, [IpeBHIIaIMX YPOBHU BKCIIPEeCCUn B
HennddepeHUUPOBAHHEIX KJIETOUHEIX IIONYJIALUMAX, IIPUMIUIM K BBBOLY, UYTO
MeHee NOPUOIM3UTEJNIBEHO 5% KJIEeTOK OTBedallM Ha [IPOTOKOJI, OBOBYHO
VCIIOJIb3YEeMbIM  IJIA oInbddbepeHUUPOBKA TLJTIOPUIIO Te€HTHEBIX CTBOJIOBRIX
KJIETOK B KapIMOMMOLIVTH .

HecmoTpss Ha TO, UYTO KOHKPETHHEE BapMAaHTHE OCYMeCTBJIEHUS
HacToAmero m300peTeHMSa  OIMCaHB  BHIIE, OHM  ABJIAITCSA  TOJBKO
WIJIIOCTPATUBHEMKM M He OTpPaHMUMBAKLT M300peTeHMe. PaccMOTpeHNe
IOaHHOT'O OIMCAaHMA CcIejlaeT MHOTME BapMaHTH M300peTeHMS OUeBUIHBEMU
IOJIS CIelraJrMcToB B o0BJjJlacTy, K KOTOPOM OTHOCUTCHI u300peTeHMe.
IIoJHe 00BeM U300peTeHMsa cJelyeT OolIpenejiaTh, OCHOBHBAaSACH Ha
bopMyJie mu30OpeTeHUa, OPMBEeIeHHOM HWXKe, HapAOy C IIOJIHEM HabopoM

SKBMBAJIEHTORB, M C OIIMCaHMVeM, BMeCTe C YKa3aHHEIMM BapMaHTaMM.
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$OPMYJIA N3BOEBPE TEHNA

1. Cnoco® MmoJydeHMSa KOMIO3MLMM, ComOepXalel HeIJIOPUIIOTeHTHEES
KJIETKY-TIPEeONeCTBeHHUKM CYPPOTAaTHHX KJIETOK I[IOIKEJIYIOOUHOM XeJIes3H,
BKJIOUAKIMIM IOCTABKY pPENpOoTrpaMMUPYIMX T'eHOB B ILJIa3MMUOE, KOTOPHE
He MHTeTPUPYIT I'€HH B T'€HOM.

2. Cnoco® mo mn. 1, 7rme ILJJasMMUOOM HABJIAeTCA SIOMCOMaJbHas
jiasMmna.

3. Cnoco6 mo n. 1 wwm 2, TOe penporpaMMUpyllue T'eHE
comepxaT L-myc M/WiIM He colepxar C-myc.

4. Crnoco® mno JmodoMy M3 . 1-3, TOe HEeIUIPUIIOTEeHTHHE
KJIETKU-TIPpEeOlleCTBeHHUKNM BHOUPAT M3 PelpoTlPaMMUMPOBAHHEIX KJIETOK IIO
CriocoBHOCTH K npomdrpanmm Des noTepmn SIOUTeJIMaJIbHOM ANEZ!
bubpobiacTHOM MOPHOIIOTUN B YCIJIOBUAX MMHMMAaJIbLHOM cpenr

OoIlpeneJIEeHHOT'O COoCTaBa.

5. Criocof 1o Im. 4, roe HeIJIIOPUIIO TEHTHEE KJIETKU—
penmeCcTBEeHHNKN BHIOMpP AT nus IPOJIMOUPUPYIOIMX C S
PenporpaMMMPOBAHHEX KJIETOK, OCHOBHBAafAChH Ha (i) CcHOcCo®HOCTM K

BEDKM B aHUIO u onbdepeHIMALINN B [IaHKpeaTUyYeCKOM HallpaBJIeHUN
COTJIaCHO IPOTOKOJIY, B KOTOPOM MCIOJIE3YITCA TOJIBKO HEXMBOTHOI'O
IPOUCXOXIOEHUSA pealeHTH, ¥ (11) HecnocobHocTM K nOuddbepeHUMaALVM B
Me300epMaJlIbHOM HallpaBJIEHUN.

6. Komnosuums4a, comepxallad HEeIUIOPUIIO TEHTHEE KJIETKU—
IpellleCTBEHHUKY CYPPOTAaTHHX KJEeTOK I[IOIKEeJIyIOUHOM XeJIe3H, TIe
HEeIJIIOPUIIO TEHTHEE KJIETKM-IIPenOeCTBEeHHNKA ABJIAITCA
penporpaMM1MpOBaHHEMI ns3 pasHooBpa3HOM KJIETOUHOMN IOy JIALNN,
[IOJIy4YeHHOM nus IOIXKEeJIyJOUHOM XeJie 35 MHIVBUOYYMA, roe
penporpaMMUpPOBaHue He BHI3EIBAET MHTeTpalio JTIIOOHBIX
peNpOTIpaMMUPYRIIMX I'€HOB B I'€éHOM KJIETOK.

7. Kowmmnosuumsa 1o II. 6, IToe  HEIUIOPUIIOTEHTHHE  KJIIeTKU—
IpeneCTBeHHUKN KYJIbETUBUPOBAJM TOJIBKO Ha OIpelelIeHHEX peal'eHTax
HeXVMBOTHOTO IIPOUCXOXIEHMS B TeueHMe MeHee UeM OATU YIBOEHUM
IOIYJIAUVM, W TDOe HeIUJIOPUIIOTEHTHHE  KJIeTKU-IIpeNUeCTBeHHUKM 10
CYLEeCTBY He CIIOCOOHE oInddepeHINPOBATECA B Me30IepMaJibHOM
HallpaBJIeHUNM, HO CIIOCOOHH INOGOepeHUMPOBATLCA B CYPPOT'aTHHE KIIETKU
IIOMXeJTy JOYHOM XeJIe3H, KOTOpPEEe [IOOXOOAT 0JIs JleueHms
MHCYJIMHO3aBUCUMOTO OuadeTa.

8. Kommnozsmuumsa o . © wiu 7, DOe KIeTKU-IpelueCTBeHHUKN
VMMEIT CIIOCODOHOCTE K NPOJUOMPaLUM IIpK YCJIOBMAX KYJBTYPE, KOTOpad

COOEepPXMT TOJIBKO peal'@HTE HeXMBOTHOI'O IIPOMCXOXIOECHNMA.
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9. KomMmiosuiimsa rio JIndoMy ns IiII. 6—-8, Toe KJIETKU—
IpelueCTBeHHUKM MMeKRT CIOCOOHOCTL K IubpdepeHLMalrMM B I[IO CYIEeCTBY
UMCTYI MONYJIAUMI KJIETOK I[IOIKeJIYyOOUHOM XeJle3H, I'Ie IO CYMeCTBY
yycTasa [ONYyJIAUMA KJIETOK IIOIMKEJIYINOUWHOM XeJIe3H CONEPXUT II0 MeHbIeN
Mepe IIPUMEPHO 80% KJIETOK, KOTOpPEE BKCIPECCUPYIOT T'eHHI,
XapakKTepHbEe 0JId IaHKpeaTUueCKUX SHIOOKPUHHEIX KJIETOK—
IpenmeCcTBEeHHUKOB, M MOTYT CO3peBaThb B TOPMOHIPOOyLMpPpYIIME KIJIIETKU
OCTPOBKOR JlaHT'epTraHca.

10. Kowmmosulmsg 1o JmwdomMy U3 III. 6-9, 1oe 0oJjiee ueMm 90%
KJIETOK BKCIpeccUupyiT Mapkepdl Pdxl, Nkx6.1 m NeuroDl.

11. Kommnosuuusg, comepxalas HEeILJIIPUIIO TEHTHEE KJIETKU—
ONpelMleCTBEHHUKM CYPPOTATHHX KJETOK IOIKEeJYyIOUHOM XeJie3H, TIe
HEeIUJIIOPUIIOTEHTHEE  KJIIeTKU-IIPeNUeCTEeHHUKMY  MMeRT  CIIOCOOHOCTB K
BEDKMBAHUI [IpU IIPOTOKOJIe IuddepeHLMaALVM, B pe3yJbTaTe 4Yel'o MOXEeT
OBITE YCIIEHO IIOJIydeHa OoJibllasd I[IONyJiAlUMsa IIaHKpeaTUUYeCKUX KIIETOK,
e IOPOTOKOJ OuddpepeHUMAUVM COLEPXUT OlpeleJIeHHBEe KOMIIOHEHTE
HeXVMBOTHOI'O  IIPOUCXOXIEHU, u roe HeIlJIOPUIIO TEHTHEE KJIETKU—
IpelueCTBeHHUKM I[I0 CYWMeCcTBY He CIOCOOHH IMOGOepeHUMPOBATHECA B
Me30IOepMaJIbHOM HalpaBJIeHWMM, HO CHOCOOHH muddepeHUIMPOBATHECA B
CyppoTaTHHEe KJIETKM I[OIXeJIyOOUHOM XeJle3h, KOTOPHE MIOOXOOAT IJIA
JIeUeHM A MHCYJIMHO3aBUCHMMOTO OuaderTa.

12. Kowmmnosuumga no . 11, rTOoe HOPOTOKOJ IuddbepeHLMaLUM He
npenycMaTpueaeT KOHTAKT KJIETOK-IIPEeOeCTBEHHNKOB C UJIeHOM
cemericTea wnt.

13. Kowmmnoszuuma 1o n.ll wmimm 12, 1rme OpoTokoJ IuddbepeHUMalUU
COOEPXUT  IepByK  KOMOMHALMK  KOMIIOHEHTOB, KOTOpPHE 3alycKamnT
INbbepeHUIMPOBKY B SHIOONEPMAaJIbHOM HallpaBJIEHMM, B pe3yJbTaTe UYero
noJiydanT SHIOOepMallbHEE KJIeTKM, C TOCHeOyllyM BO3OelCTBMEM Ha
YKa3aHHBEE BSHIONepMaJlbHEE KIEeTKM KOoMOMHallMel KOMIIOHEHTOB, KOTOPHE
3alyCcKanT oIndbepeHUMPOBKY 1o [IaHKpeaTUu4YeCKOMYy SHIOOKPUHHOMY
HallpaBJIEHUD .

14. KoMniosuiuimsa 1o JiwodoMy M3 III. 12-13, Ioe  KJIETKU—
IpelueCTBEeHHUKM He MMelT KakuxX—JMbo pelpol'paMMVMPOBAHHEIX I'€HOB,
VMHTeTPUPOBAHHEIX B UMX I'€HOME.

15. Kommozmumsa 1o JmodoMy M3 nOn. 12-14, rvoe OoJjgee uyeM 90%
KJIETOK BKCIpeccUupylT Mapkepb Pdxl, Nkx6.1 m NeuroDl.

I[Io DOBepeHHOCTHU
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