1. Pluripotentinių kamieninių ląstelių diferencijavimo būdas in vitro, apimantis:
[bookmark: _Hlk99022192](a) didelio skaičiaus pluripotentinių kamieninių ląstelių apjungimą sąveikai su bent vienu TGFβ/aktivino-nodal signalinio kelio inhibitoriumi; ir
(b) ląstelių apjungimą sąveikai su bent vienu Sonic Hedgehog (SHH) signalinio kelio aktyvatoriumi ir bent vienu wingless (Wnt) signalinio kelio aktyvatoriumi,
kur bent vieno Wnt signalinio kelio aktyvatoriaus koncentracija yra didinama (i) tarpe nuo 2 iki 6 dienų, skaičiuojant nuo jo pradinio sąlyčio su ląstelėmis ir (ii) nuo 250% iki 1800% jo pradinės koncentracijos, kuri turėjo sąlytį su ląstelėmis, tam, kad būtų gauta diferencijuotų ląstelių populiacija, vykdanti forkhead-box baltymo A2 (FOXA2) ir LIM homeobox transkripcijos faktoriaus 1 alfa (LMX1A), raišką.

2. Būdas pagal 1 punktą, papildomai apimantis ląstelių apjungimą sąveikai su bent vienu kaulų morfogenetinio baltymo (BMP) ir Small Mothers Against Decapentaplegic (SMAD) signalinio kelio inhibitoriumi.

3. Būdas pagal 2 punktą, kur ląstelės apjungiamos sąveikai su bent vienu TGFβ/aktivino-nodal signalinio kelio inhibitoriumi, bent vienu BMP/SMAD signalinio kelio inhibitoriumi ir bent vienu Sonic Hedgehog (SHH) signalinio kelio aktyvatoriumi, tarpe nuo 4 dienų iki 10 dienų arba iki 7 dienų, arba bent 7 dienoms.

4. Būdas pagal 2 punktą, kur ląstelės apjungiamos sąveikai su bent vienu Wnt signalinio kelio aktyvatoriumi, tarpe nuo 8 iki 15 dienų arba iki 12 dienų, arba bent 12 dienų.

5. Būdas pagal bet kurį iš 1-4 punktų, kur bent vieno Wnt signalinio kelio aktyvatoriaus koncentracija yra didinama 4 dienas, skaičiuojant nuo jo pradinio sąlyčio su ląstelėmis.

6. Būdas pagal bet kurį iš 1-5 punktų, kur bent vieno Wnt signalinio kelio aktyvatoriaus koncentracijos padidėjimas yra nuo 400% iki 1450% tos pradinės koncentracijos bent vieno Wnt signalinio kelio aktyvatoriaus, kuri turėjo sąlytį su ląstelėmis, arba nuo 700% iki 1050% tos pradinės koncentracijos bent vieno Wnt signalinio kelio aktyvatoriaus, kuri turėjo sąlytį su ląstelėmis.

7. Būdas pagal bet kurį iš 1-6 punktų, kur bent vieno Wnt signalinio kelio aktyvatoriaus koncentracijos padidėjimas yra koncentracijos padidėjimas nuo 3 µM iki 10 µM, arba 3 µM, arba 7,5 µM.

8. Būdas pagal bet kurį iš 1-7 punktų, kur diferencijuotos ląstelės vykdo raišką vieno ar daugiau iš: tirozino hidroksilazės (TH), engrailed-1 (EN-1) ir su branduolio receptoriumi susijusio-1 baltymo (NURR1), kur, pasirinktinai, diferencijuotos ląstelės nevykdo paired-box baltymo (PAX6) ir (arba) Ki67 raiškos aptinkamu lygiu.

9. Būdas pagal bet kurį iš 1-8 punktų, kur būdas papildomai apima diferencijuotų ląstelių populiacijos patalpinimą į sąlygas, kurios būtų palankios ląstelių brendimui į dopamininius neuronus, pasirinktinai, kur sąlygos apima ląstelių apjungimą į sąlytį su smegenų neurotrofiniu faktoriumi (BDNF), glijos neurotrofiniu faktoriumi (GDNF), cikliniu adenozino monofosfatu (cAMP), transformuojančiu augimo faktoriumi beta 3 (TGFβ3), askorbo rūgštimi (AA) ir (arba) DAPT.

10. Būdas pagal bet kurį iš 1-9 punktų, kur pluripotentinės ląstelės yra parinktos iš grupės, susidedančios iš žmogaus neembrioninių kamieninių ląstelių, primatų neembrioninių kamieninių ląstelių, graužikų neembrioninių kamieninių ląstelių, žmogaus embrioninių kamieninių ląstelių, primatų embrioninių kamieninių ląstelių, graužikų embrioninių kamieninių ląstelių, žmogaus indukuotų pluripotentinių kamieninių ląstelių, primatų indukuotų pluripotentinių kamieninių ląstelių, graužikų indukuotų pluripotentinių kamieninių ląstelių, žmogaus rekombinantinių pluripotentinių ląstelių, primatų rekombinantinių pluripotentinių ląstelių ir graužikų rekombinantinių pluripotentinių ląstelių.

11. Būdas pagal bet kurį iš 2-10 punktų, kur
(a) bent vienas TGFβ/aktivino-nodal signalinio kelio inhibitorius apima TGFβ receptoriaus inhibitorių, pasirinktinai, kur TGFβ receptoriaus inhibitorius apima 4-[4-(1,3-benzodioksol-5-il)-5-(2-piridinil)-1H-imidazol-2-il]benzamidą (SB431542); ir (arba)
(b) bent vienas BMP ir SMAD signalinio kelio inhibitorius apima 4-(6-(4-(piperazin-1-il)fenil)pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-il)chinoliną (LDN193189), Noggin, pirmiau minėtų medžiagų derinį; ir (arba)
(c) bent vienas SHH signalinio kelio aktyvatorius apima SHH baltymą, Smoothened agonistą arba pirmiau minėtų medžiagų derinį, pasirinktinai, (i) kur SHH baltymas apima rekombinantinį SHH, išgrynintą SHH arba pirmiau minėtų medžiagų derinį ir (arba) (ii) kur rekombinantinis SHH apima SHH C25II, ir (arba) (iii) kur Smoothened agonistas apima purmorfaminą; ir (arba)
[bookmark: _Hlk99026984](d) bent vienas Wnt signalinio kelio aktyvatorius apima CHIR99021, Wnt3A, Wnt1 arba pirmiau minėtų medžiagų derinį.

12. Būdas pagal bet kurį iš 1-11 punktų, kur diferencijuotos ląstelės, vykdančios FOXA2 ir LMX1A raišką, yra vidurinių smegenų dopamininiai neuronai arba jų pirmtakai.

13. Būdas pagal bet kurį iš 1-12 punktų, kur pluripotentinės kamieninės ląstelės yra diferencijuojamos į diferencijuotas ląsteles, vykdančias FOXA2 ir LMX1A raišką ne vėliau kaip tarpe nuo 22 dienų iki 27 dienų, skaičiuojant nuo jų pradinio sąlyčio su bent vienu TGFβ/aktivino-nodal signalinio kelio inhibitoriumi.

14. Būdas pagal bet kurį iš 1-13 punktų, kur diferencijuotos ląstelės vykdo CD142 raišką aptinkamu lygiu, pasirinktinai, kur būdas papildomai apima ląstelių populiacijos, vykdančos CD142 raišką, atranką.
