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[Imopunorentusle kietkn uenoeka (IICK), unaynupoBaHHBIE IUIIOPUIIOTEHTHBIE
CTBOJIOBBIE KJIETKH M SMOPHOHATIbHBIE CTBOJIOBBIE KJIETKH, IIIUPOKO UCIIOIB3YIOTCS B PA3IUYHBIX
MeANKO-Ononorndeckux uccienoBanusx. Omuum u3 kiouyeBbix cBoiicTB [ICK sBisercs ux
CIIOCOOHOCTh  COXPaHATh CTAOWJIBbHBIM KapuoTum IN  Vitro. OpHako MNpH JUIMTEILHOM
KynpTuBUpoBaHud MHOTMe JmHHH [ICK HakammuBaroT OOJBIIOE YHCIO XPOMOCOMHBIX
HapyIICHUNW (TPUCOMHUMN, NeNeluid, AYMIMKAIWd U T.A.), KOTOpble HEraTWBHO BIUAIOT Ha
IUTIOPUIIOTEHTHOCTH. [losTomy st xapakrepuctuku [ICK HEo6XoauMoO MCMONB30BaTh METOJbI
KJIACCUYECKON IIMTOr€HETUKH, @ UMEHHO MOJACYET XPOMOCOM M aHajJu3 MeTa(a3HbIX MIACTUHOK
Ha ocHoBe oOkpammBaHusg DAPI.  JlaHHBIE HPOTOKOJ 4YacTMYHO OCHOBAaH Ha paHee
OmmyOoJIMKOBaHHOM [1].

CrannaptHas  omepaumonHas mnpouenypa (COII)  «lluroreHernyeckuii — aHamu3
IUTIOPUIIOTEHTHBIX KIIETOK YeJIOBEKa» pa3paboTaHa B KayecTBE CTaHAapTa Uil oOecreueHus
KaYeCTBEHHOI'0 ILIUTOT€HETHYECKOr0 aHaliM3a IUIIOPUIIOTEHTHBIX KieTok uenoBeka it LIKII
«Komnekuss  NIIOPUNOTEHTHBIX ~ KYJBTYp  KJIETOK  4Y€JIOBeKa M MIIEKOIMTAIOUIMX
obmredbuonornueckoro u ouomenuiuuckoro Hampasiaenus» (Komnexun) Ulul” CO PAH.

ens pa3paboTku CTaHAAPTHOM OIMEPAIMOHHOW MPOIEIYPhl COCTOMT B yHH(HUKAIIUH
MPOTOKOJIAa LUTOTEHETHYECKOTO aHaIW3a IUTIOPUIIOTEHTHBIX CTBOJIOBBIX KIJIETOK 4YeJIOBEKa.
Pa3paborannas COIl pexoMeHa0BaHa AJIs UCMOJNB30BAaHUS B IMOJPA3/IEICHUAX, pabOTAIONUX C
KYJIbTYPaMHU KJIETOK Y€JI0BEKa U dKUBOTHBIX.

B xome paGoTbl MBI PYKOBOJCTBOBAINUCH: IMpaBWIaMU J1aOOpaTOpHON MpaKTUKU
(ITpunoxxeane x Ilpukasy MuHHCTEpCTBa 3APAaBOOXPAHCHUS U COIMAIBHOTO Pa3BUTHS
Poccuiickoit @eaepauun ot 23 aBrycta 2010 r. Ne 7081) u 'OCT P 53434-2009. [IpuHuurib
Ha/Iexalei naboparopHoit npaktuku. M.: Crangaptungopm. 2010. 12 c.

Bce paboTbl, mpoBOAMMEIE B YCIOBUSIX J1a00OPATOPUH, JOJIKHBI BECTUCH B COOTBETCTBHUH C

IpaBUJIaMU MOKapHOK 6€30MacHOCTH U oXpaHbl TpyAa. [Ipouenypsl, TpeOyromue cTepuiIbHOCTH,



MPOBOJAT B JIAaMUHApHBIX OoOKcax, kiaccom Oe3zonmacHoct He Hiwke Il Tlpu pabore
o0ecreynBarOTCd  yCJIOBHSA, TNPEAOTBPAIIAIONINE 3apakeHHE IMepCcoHaja WH(GEKIMOHHBIMU
areHTaMy U3 NepBUYHOTO OMOMaTepuaa.

Bce o0opynoBanue mpoxoguT MpOLEAYpY KaTUOPOBKH COTPYTHHUKAMH Ja0OpaTOpPHH C
NEPUOJIMYHOCTEI0O M C HCIOJh30BAHMEM METOJIOB, KaK 3TO YKa3aHO Mpou3BojauTenieM. Bce
pacxoaHbIC MaTCpUajibl U pCAKTHUBBI JOJIKHBI UMETh COOTBCTCTBYIOIIIUC CepTI/I(bI/IKaTBI KadeCcTBa U
XPAaHUTBCSA COOTBECTCTBCHHO CHeI_[I/I(bI/IKaLII/II/I.

KoHTponb BBINOMHEHHWST MYHKTOB IPOTOKOJIA BO3JaraeTcss Ha PykoBoautens pabor.
OTBETCTBEHHOCTH 32 BBIMIOJHEHNUE TAHHOHM MPOIEIyphl HECYT BCE COTPYAHUKH, YIaCTBYIOIIUE B

HCCICIOBAaHUU.

O6opynoBaHue U MaTepUabl
Ilepeuenv Heobx00umMo20 060py006aHUs U PACXOOHBIX MAMEPUATLOB:

JlabopaTopHoe oOopynoBanue (TpUBEACHBI BO3MOKHBIC BapUaHThI MPOU3BOAMUTENICH U
MapoK 000PYIOBaHMSI)

s Oonpiiel yacTu oOOpPYZOBaHUS HUXKE HE yKa3aH IPOU3BOJAUTEINb, TAaK KAK MOXHO
UCII0JIb30BaTh MPUOOPHI pa3HbIX IPOU3BOAUTENIEH
- Ha6op nuneroxk 10, 20, 100, 200, 1000 mx1.

- [Munerounsriit nozarop 0,5-100 mi.

- lentpudyra s npodupox 10 mi.

- COq2-unKyOaTop (KyJIbTHBUPOBaHHE KIETOK mpousBoautcs mpu 5 % CO2 u 37 °C).
- Tepmocrar Ha 37 °C.

- XomomuinbHukH Ha —20 °C u +4 °C.

- HMHBepTHPOBaHHBIN MUKPOCKOIL.

- dnyopecueHTHBI MUKPOCKOII, 000pynoBaHHbI oxnaxaaemoit CCD-kamepoi.

- Cucrema o6paboTku m3obpaxkenuit ISIS (MetaSistems).

- BentmisiTop ¢ nogorpesom.

- IlepconanbHbli KomnbloTep Ui cucteM Ikaros u Isis.

PacxosHble MaTepHasbl U peaKTUBBI (IPUBEIEHBI BO3MOXKHBIE BApUAHTHI IPOU3BOAUTENEH
MaTepUajIoB U PEAKTHUBOB).

VYkazaHHbIe HW)KE€ peareHThl MOXKHO 3aMEHSATh Ha aHAJIOTHYHBIE OT JPYIHX
IPOM3BOUTENEH, MOITOMY, HANpUMeEp, A YacTH IUIACTHKOBBIX PACXOJHBIX MaTepUaoB
IPOM3BOJIUTENH HE YKa3aH.

- Jemexommun (komemua) (ROCHE 10295892001).
- KCL.



- NaCl.

- NasCsHsOy.

- Tpuncun-3/ITA 0,25 % (Thermo Fisher Scientific, 25200-056).
- Jlensnas ykcycHasi KUCJIOTA.

- MeraHoun.

- Harpuii-¢pocoarnsriii oOydep (HOB) (Amresco, Am-E404-100).
- Yamxka Ilerpu quamerpom 60 mm.

- IImactuxoBble HOCBI 00BemMoM 10, 200 u 1000 MKI.

- Uentpudyxusie npoOUpKU ¢ KOHUYECKUM JTHOM, 00BbeMoM 10 mut.
- IIpobupku Ha 1,5 mu.

- Ilpenmernsie crekina (76 x 26 Mm).

- IlokpoBHsble cTekna (24 x 24 mm).

- T'nuuepus.

- DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane).

- DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole).

- Bsricokue crexisiHable cTakanbl Ha 50 M — 10 wTyk.

[ToaroroBka maTepuaioB

- H®b: pactBoputh TabNEeTKy B BOJE B COOTBETCTBUU C PEKOMEHJAIMEN MpPOM3BOAMTEINS,
POaBTOKJIABUPOBATb.

- IlpuroToBuTh PpUKCATOp METAHOI:YKCYCHasA KucinoTa (3:1), Aep>kaTh Ha by

- IpuroroButh runoronnueckuii pacteop: 0,28 % KCI B Bose.

- IpuroroButsk pactBop 20 x SSC u3 175,3 r NaCl u 88,2 r NasCsHsO7 B 1 11 BOBI. lOBecTn pH
no 7,0-7,1. AroknaBupoBats. 13 20 x SSC npurotoButs 2 x SSC, pazsens Bojoi B 10 pas.

- IlpurotoButh antudeiin (1 % DABCO B 90 % rimuuepune B HOB).

- TlpurotoButh cTokoBbIii pactBop 0,2 % DAPI Ha 2 x SSC (xpanuts Ha 4 °C).

- IlpurotoButh padounii pactBop DAPI ra 2 X SSC. PacTBopHuTh 25 MII CTOKOBOTO pacTBOpa B

50 mu 2 x SSC.

[{uToreneTnyeckuii aHaau3 MIFOPUIIOTEHTHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK YEJIOBEKa
Henn 1. @dukcamys KJIeTOK
1) B KynbTypaJbHYIO Cpedy CTEpUIBHO 100aBUTh Komemu, 0,1 MKr/Mit.
2) Cnycts 3 u xaerku npombith HOB u Hanectn pactBop tpumcuna 0,05 % B HOB,

BBIJICPKATh 5 MUH.



3) B uamky ¢ kietkamu 100aBuTh runotoHnueckuit pacteop (0,28 % KCI) u mocraButh B
tepmoctat Ha 37 °C Ha 25 MuH.

4) Tlocne 3TOr0 B Yamiky A00aBUTh HECKOJIBbKO (2—3) Kamensb ¢ukcaropa (3:1 MeraHom —
YKCyCHasi KUCIIOTa).

5) KileTku CMBITh C YallKH C MOMOIIBI0 aBTOMATHYECKOH MHUIETKH, epeHectd B 10 mi
KOHUYECKYIO TPOOUPKY.

6) Cycnensuro neatpudyruponats (1000 06/mMuH, 5 Mun). CyliepHaTaHT CIIHTh.

7) K ocanky mo0aBuTh, OXJaXICHHBIH BO JIbIY, CBEKCHPUIOTOBJICHHBIA (UKcaTOp.
IToctaButh B jen Ha 20 MHUH.

8) Kuerku nunerupoBarh u neHtpudyruposars (1000 o6/muH, 5 muH). CynepHaTaHT
CIIUTB.

9) K ocaznky cHoBa 100aBUTh (DUKCATOP, MUIETHPOBATH U MMOCTABUTH Ha Jiex emie Ha 10
MHH.

10) IloBTopuTH II. 8.

11) K ocaxky mobGaButh (ukcarop, MHUIETHPOBATh W pPACKalaTh Ha OXJIAXKICHHBIC
BJIQ)KHBIE CTEKJIA.

12) Crekia BBICYHIMTH IOJ TEIUIBIM BO3AYXOM M3 BeHTHIsITOpa. [lonoxuts B cyxoe,
MPOXJIaTHOE MECTO MPHUMEPHO Ha CYTKH.

13) Jens 2. Oxpacka npenaparos

14) TlpemapaTbl mOMeCTHTh B cTakaH ¢ pactBopoM DAPI Ha 5 MuH. 3aTeM Mpomnonockarsh
rociexoBareabHo B 2 X SSC u Boze.

15) BsIcymmuTh.

16) Hanectu pactBop anTH(]EHIa 1 3aKPBITH TOKPOBHBIM CTEKIIOM.

17) MeradasHble MIACTUHKY aHATM3UPOBATh Ha (PIyOPECIEHTHOM MHUKPOCKOIIE.

18) [enb 3—4 Ananu3 Metadas3HbIX IACTHHOK

19) Cdotorpadpuposars 50—60 meTada3HbIX MITACTHHOK.

20) TlIpoussectu mojacuet xpomocoM Ha 40—50 MeTada3HbIX IIACTHHKAX.

21) Kapuorunupoats 10-20 meTada3zHbIX UIACTUHOK.

IIpu noaroroBke COIl «lluTOoreHeTHUeCKU aHANINU3 IUTIOPUIIOTEHTHBIX CTBOJOBBIX
KJICTOK YCJIOBCKA» HMCITIOJIB30BAHEBI CIICAYIOIHNE JTUTCPATYPHBIC HCTOUYHHUKHU !
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