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Ìåòîþ äîñë³äæåííÿ áóëî îòðèìàííÿ â êóëüòóð³ ïî-
ïóëÿö³¿ íåðâîâèõ êë³òèí, çáàãà÷åíî¿ õîë³íåðã³÷íèìè íåé-
ðîíàìè òà ¿õí³ìè äåòåðì³íîâàíèìè ïîïåðåäíèêàìè. 
Âñòàíîâëåíî, ùî íàéá³ëüø åôåêòèâíîþ êîìá³íàö³ºþ 
íåéðî³íäóêòîð³â, ùî ñòèìóëþâàëà äèôåðåíö³þâàííÿ 
õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â ³ç ñòîâáóðîâèõ íåðâîâèõ êë³-
òèí, âèÿâèëîñÿ ïîºäíàííÿ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè òà 
àöåòèëõîë³íó. Ïðîòÿãîì ïåð³îäó êóëüòèâóâàííÿ ÷è-
ñåëüí³ñòü ChAT-ïîçèòèâíèõ êë³òèí äîñòîâ³ðíî çðîñëà 
ç 5,3 ± 2,9 äî 21,1 ± 6,2 %, â òîé æå ÷àñ ó êîíò-
ðîëüíèõ çðàçêàõ ¿õíÿ êîíöåíòðàö³ÿ ñòàíîâèëà 9,1 ± 
± 4,8 % çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ êë³òèí. Çáàãà÷åííÿ êë³-
òèííî¿ ïîïóëÿö³¿ õîë³íåðã³÷íèìè íåéðîíàìè òà ¿õ-
í³ìè äåòåðì³íîâàíèìè ïîïåðåäíèêàìè êîðåëþâàëî ç³ 
çðîñòàííÿì ð³âíÿ àêòèâíîñò³ àöåòèëõîë³íåñòåðàçè. Òà-
êèì ÷èíîì, äîäàâàííÿ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè òà àöå-
òèëõîë³íó ñòèìóëþâàëî ÿê íåéðîãåíåç, òàê ³ õîë³íîãå-
íåç â êóëüòóð³ ôåòàëüíèõ íåðâîâèõ êë³òèí ëþäèíè.

Âñòóï. Äîñë³äæåííÿ ïðîöåñ³â ôîðìóâàííÿ 
íåéðîìåä³àòîðíèõ øëÿõ³â, çîêðåìà õîë³íîãåíåçó,
áåçïåðå÷íî ââàæàþòüñÿ âàæëèâîþ ãàëóççþ ñó-
÷àñíî¿ íåéðîô³ç³îëîã³¿. Ïàòîëîã³¿ öèõ ïðîöåñ³â, 
âèêëèêàí³ ãåíåòè÷íèìè ïîðóøåííÿìè àáî óø-
êîäæåííÿìè ð³çíî¿ åò³îëîã³¿, º îñíîâíîþ ñêëà-
äîâîþ íåâðîëîã³÷íèõ çàõâîðþâàíü [1]. 

Ï³ä ÷àñ åìáð³îãåíåçó õîë³íåðã³÷í³ íåéðîíè 
íàéïåðøå ç’ÿâëÿþòüñÿ â ñïèííîìó ìîçêó òà 
ñòîâáóð³ ãîëîâíîãî ìîçêó. Õîë³íåðã³÷íèé ôåíî-
òèï (íàÿâí³ñòü ChAT-ïîçèòèâíèõ êë³òèí) âè-
ÿâëÿºòüñÿ ÷åðåç 1–2 äîáè ï³ñëÿ ôîðìóâàííÿ 
ïîïóëÿö³¿ íåéðîí³â ³ç ïðîãåí³òîðíèõ êë³òèí, ðîç-
òàøîâàíèõ â ãåðì³íàëüíèõ çîíàõ [2]. Íà ïî-
÷àòêîâèõ åòàïàõ äèôåðåíö³þâàííÿ òàê³ êë³òèíè 
çáåð³ãàþòü çäàòí³ñòü äî ïîä³ëó òà ì³ãðàö³¿, ùî 
äîçâîëÿº óòâîðþâàòè õîë³íåðã³÷íó ìåðåæó öåíò-
ðàëüíî¿ íåðâîâî¿ ñèñòåìè [3].

Ðîáîòà in vitro â³äêðèâàº ìîæëèâ³ñòü äåòàëü-
íîãî âèâ÷åííÿ ïîñë³äîâíîñò³ ôîðìóâàííÿ äè-
ôåðåíö³éîâàíèõ õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â ³ç ñòîâ-
áóðîâèõ êë³òèí íåðâîâî¿ ñèñòåìè. Äîñë³äæåííÿ 

â êóëüòóð³ íåéðîí³â ð³çíî¿ íåéðîìåä³àòîðíî¿ 
ñïåöèô³÷íîñò³ â³äáóâàëîñÿ ùå íà ïî÷àòêîâèõ 
åòàïàõ ñòàíîâëåííÿ öüîãî ìåòîäó – ç 70-õ 
ðîê³â XX ñòîð³÷÷ÿ [4, 5]. Òîä³ ç’ÿñóâàëè, ùî 
ñèíòåç òà ðîçïàä íåéðîìåä³àòîð³â, ôóíêö³î-
íóâàííÿ ñèíàïñ³â â³äáóâàºòüñÿ òàê ñàìî, ÿê ³ 
in vivo, òàêèì ÷èíîì ï³äòâåðäèâøè ïðàâîì³ð-
í³ñòü çàñòîñóâàííÿ òàêèõ äîñë³ä³â ÿê ìîäåë³ 
[4, 5]. Íèí³ â³äêðèòòÿ ãåí³â, ùî ðåãóëþþòü 
äîôàì³íî-, àäðåíî- òà õîë³íîãåíåç, à òàêîæ 
ìîëåêóë-íåéðî³íäóêòîð³â, ÿê³ âïëèâàþòü íà 
åêñïðåñ³þ öèõ ãåí³â, äàëî ìîæëèâ³ñòü íàïðàâ-
ëåíî¿ ðåãóëÿö³¿ äèôåðåíö³þâàííÿ ñòîâáóðîâèõ 
êë³òèí íåðâîâî¿ ñèñòåìè ïî òîìó ÷è ³íøîìó 
íåéðîìåä³àòîðíîìó òèïó, òèì ñàìèì ïðèâåð-
íóâøè óâàãó íàóêîâîãî ñâ³òó äî ö³º¿ ïðîáëåìè 
[6–10].

Ðåãóëÿö³ÿ õîë³íîãåíåçó â îðãàí³çì³ çä³éñíþ-
ºòüñÿ êîìïëåêñîì ôàêòîð³â, ùî íåñóòü ïîçè-
ö³éíó, êîíòàêòíó òà ³íøó ñèãíàëüíó ³íôîðìàö³þ, 
ÿêó ïðîãåí³òîðí³ êë³òèíè çäàòí³ ñïðèéìàòè íà
ð³çíèõ ñòàä³ÿõ ñâîãî ðîçâèòêó. Äîâåäåíî, ùî 
òàê³ ðåãóëÿö³éí³ ìîëåêóëè, ÿê ðåòèíîºâà êèñ-
ëîòà, NGF, CNTF, ÂÌÐ-9, áåðóòü àêòèâíó ó÷àñòü
ó öüîìó ïðîöåñ³ [8–11]. 

Òàêèì ÷èíîì, â îñòàíí³ ðîêè äîñë³äæåííÿ 
õîë³íîãåíåçó â³äáóâàëîñÿ â äâîõ îñíîâíèõ íà-
ïðÿìêàõ – ãåíåòè÷íîìó, òîáòî äîñë³äæåííÿ 
åêñïðåñ³¿ ãåí³â-ðåãóëÿòîð³â öüîãî ïðîöåñó, òà 
ìîëåêóëÿðíîìó, òîáòî àíàë³ç ðîë³ íåéðîòðî-
ô³÷íèõ ôàêòîð³â òà ³íøèõ ³íôîðìàö³éíî âàæ-
ëèâèõ ìîëåêóë. Ïîºäíàííÿ äàíèõ äàº ìîæëè-
â³ñòü äîñë³äíèêàì âïëèâàòè íà õîë³íîãåíåç çàâ-
äÿêè ðåãóëÿö³¿ åêñïðåñ³¿ â³äïîâ³äíèõ ãåí³â. 

Àêòóàëüí³ñòü òàêèõ äîñë³äæåíü îáóìîâëåíà 
ïîòðåáàìè ñó÷àñíî¿ êë³í³÷íî¿ ïðàêòèêè, çîêðå-
ìà çàñòîñóâàííÿ êë³òèííî¿ òåðàï³¿ äëÿ ë³êó-
âàííÿ íåâðîëîã³÷íèõ ïîðóøåíü. Ïåðñïåêòèâ-
íèì íàïðÿìêîì ðîçâèòêó êë³òèííî¿ íåéðî-
òðàíñïëàíòàö³¿ º âèêîðèñòàííÿ íåéðîíàëüíèõ 
êë³òèí-ïîïåðåäíèê³â ³ç çàäàíîþ ïðîãðàìîþ
äèôåðåíö³þâàííÿ, çîêðåìà ïåâíî¿ íåéðîìåä³à-
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òîðíî¿ ñïåöèô³÷íîñò³. Ó çâ’ÿçêó ç öèì âàæëèâèì 
º îòðèìàííÿ ïîïóëÿö³¿ äåòåðì³íîâàíèõ ïîïå-
ðåäíèê³â àöåòèëõîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â, ùî áå-
ðóòü ó÷àñòü â ðåãóëÿö³¿ ïðîöåñ³â ðóõó ³ ìîæóòü 
áóòè çàñòîñîâàí³ ïðè ë³êóâàíí³ â³äïîâ³äíèõ 
ïîðóøåíü, çîêðåìà âèêëèêàíèõ õâîðîáîþ Ïàð-
ê³íñîíà, òîìó ïîøóê äæåðåë öèõ êë³òèí íàáó-
âàº âñå á³ëüøî¿ àêòóàëüíîñò³. 

Íåéðîíàëüíà ïîïóëÿö³ÿ, â ñêëàä³ ÿêî¿ íàÿâ-
í³ ³ õîë³íåðã³÷í³ íåéðîíè, îòðèìàíà in vitro Co-
leman et al. [6] ç ë³í³¿ Ð19 êë³òèí åìáð³îíàëüíî¿ 
êàðöèíîìè ï³ä âïëèâîì ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè. 
Ï³çí³øå òàê³ êë³òèíí³ ïîïóëÿö³¿ áóëè åêñïå-
ðèìåíòàëüíî âèâåäåí³ ç êë³òèííèõ ë³í³é ÐÑ12 
³ Ñ2Ñ12 òà íåéðîáëàñòîìè ëþäèíè [7, 12].

Îòðèìàí³ òàêèì ÷èíîì õîë³íåðã³÷í³ íåéðî-
íè áåçïåðå÷íî ìîæóòü âèêîðèñòîâóâàòèñÿ ÿê 
ìîäåëü äëÿ åêñïåðèìåíòó, àëå ïåðñïåêòèâà ¿õ-
íüîãî çàñòîñóâàííÿ äëÿ íåéðîòðàíñïëàíòàö³¿ 
âèêëèêàº çàïèòàííÿ. Òîìó ìåòîþ íàøî¿ ðîáî-
òè áóëî îòðèìàííÿ ïîïóëÿö³¿, ìàêñèìàëüíî çáà-
ãà÷åíî¿ íîâîóòâîðåíèìè õîë³íåðã³÷íèìè íåé-
ðîíàìè òà ¿õí³ìè äåòåðì³íîâàíèìè ïîïåðåäíè-
êàìè ³ç ñòîâáóðîâèõ êë³òèí ôåòàëüíî¿ íåðâîâî¿ 
ñèñòåìè ëþäèíè äëÿ ïîäàëüøîãî âèêîðèñòàí-
íÿ ÿê òðàíñïëàíòàö³éíîãî ìàòåð³àëó ïðè ë³êó-
âàíí³ ðóõîâèõ ïîðóøåíü. Ñòâîðåííÿ òàêî¿ ìå-
òîäèêè äîçâîëèòü çíà÷íî çá³ëüøèòè åôåêòèâ-
í³ñòü êë³òèííî¿ òåðàï³¿.

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Äëÿ âèêîíàííÿ åêñïå-
ðèìåíòàëüíî¿ ÷àñòèíè ðîáîòè âèêîðèñòîâóâàëè 
íàñòóïí³ ðåàêòèâè: ðîç÷èí Õåíêñà («ÏàíÅêî», 
ÐÔ), ñåðåäîâèùå ²ãëà («ÏàíÅêî», ÐÔ), ñèðî-
âàòêó âåëèêî¿ ðîãàòî¿ õóäîáè («Á³îëîÒ», ÐÔ),
ïîë³åòèëåí³ì³í («Sigma», ÑØÀ), ïàðàôîðìàëü-
äåã³ä («Janssen Chemica», Áåëüã³ÿ), áàðâíèê òðè-
ïàíîâèé ñèí³é («Janssen Chemica», Áåëüã³ÿ), ðåòè-
íîºâó êèñëîòó («Sigma», ÑØÀ), àöåòèëõîë³í éî-
äèä («Sigma», ÑØÀ), àöåòèëõîë³í õëîðèä («Sig-
ma», ÑØÀ), ðåàêòèâ Åëìàíà («Sigma», ÑØÀ), 
ôàêòîðè EGF òà FGF («Sigma», ÑØÀ), àíòèò³ëà
äî -òóáóë³íó ²²² òà õîë³íàöåòèëòðàíñôåðàçè 
(ÕÀÒ) («Dako», Äàí³ÿ), âòîðèíí³ àíòèò³ëà Mul-
tivision Polymer Detection («Dako», Äàí³ÿ).

Êóëüòèâóâàííÿ êë³òèí. Äëÿ êóëüòèâóâàííÿ 
âèêîðèñòîâóâàëè êð³îêîíñåðâîâàíó ñóñïåíç³þ 
íåðâîâèõ êë³òèí åìáð³îíàëüíîãî ìîçêó ëþäèíè. 
Òêàíèíó ñóñïåíäóâàëè ó ðîç÷èí³ Õåíêñà øëÿ-
õîì ìåõàí³÷íîãî ï³ïåòóâàííÿ, äîâîäèëè êîí-
öåíòðàö³þ êë³òèí äî 1–3·106 â 1 ìë [13]. 

Ñóñïåíç³þ ðîçëèâàëè ó ñòåðèëüí³ ÷àøêè Ïåòð³ 
íà ñêåëüöÿ, âêðèò³ ïîë³åòèëåí³ì³íîì. 

Âïðîäîâæ 1 òèæíÿ çðàçêè êóëüòèâóâàëè íà 
ñåðåäîâèù³ ²ãëà, çáàãà÷åíîìó ôàêòîðàìè EGF 
òà FGFb â êîíöåíòðàö³¿ 20 íã/ìë, ³ç äîäàâàííÿì 
òåðìî³íàêòèâîâàíî¿ ñèðîâàòêè âåëèêî¿ ðîãàòî¿ 
õóäîáè [14]. 

Ñòèìóëÿö³þ íàïðàâëåíîãî äèôåðåíö³þâàí-
íÿ êë³òèí çä³éñíþâàëè äîäàâàííÿì ðåòèíîºâî¿ 
êèñëîòè â êîíöåíòðàö³¿ 1 ìêÌ òà àöåòèëõîë³íó 
0,58 ìêÌ [11]. Ïðè öüîìó êîíòðîëüí³ çðàç-
êè êóëüòèâóâàëè íà ñåðåäîâèù³ ñòàíäàðòíî-
ãî ñêëàäó, çáàãà÷åíîìó 10%-íîþ ñèðîâàòêîþ 
âåëèêî¿ ðîãàòî¿ õóäîáè. 

Íà 9-òó òà 11-òó äîáó êóëüòóðàëüí³ çðàçêè 
ô³êñóâàëè äëÿ ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü.

Çàãàëüíó ê³ëüê³ñòü êë³òèí ï³äðàõîâóâàëè â 
ãåìîöèòîìåòð³ çà äîïîìîãîþ çàáàðâëåííÿ 0,2%-
íèì ðîç÷èíîì òðèïàíîâîãî ñèíüîãî [13].

²ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íèé àíàë³ç. Äëÿ ïîäàëüøîãî 
ïðîâåäåííÿ ³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íèõ ðåàêö³é êóëü-
òóðàëüí³ çðàçêè ô³êñóâàëè 4%-íèì ïàðàôîð-
ìàëüäåã³äîì ïðè 4 ºÑ. Âèêîðèñòîâóâàëè ïåð-
âèíí³ àíòèò³ëà äî -òóáóë³íó ²²² òà õîë³íàöå-
òèëòðàíñôåðàçè (ChAT) ó ðîçâåäåíí³ 1:50 òà 
1:250 â³äïîâ³äíî [15, 16]. Â³çóàë³çàö³þ çâ’ÿçó-
âàííÿ çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ ñèñòåìè âòî-
ðèííèõ àíòèò³ë Multivision Polymer Detection. 
Ìèøèí³ àíòèò³ëà ì³òèëè ïåðîêñèäàçîþ õð³íó, 
êðîëÿ÷³ – êèñëîþ ôîñôàòàçîþ. 

Îá÷èñëåííÿ ïðîöåíòíîãî âì³ñòó êë³òèí ð³ç-
íèõ òèï³â ïðîâîäèëè çà ðåçóëüòàòàìè ï³äðà-
õóíê³â ¿õíüî¿ ÷èñåëüíîñò³ â äåñÿòè ïîëÿõ çîðó 
ñâ³òëîâîãî ì³êðîñêîïà («ËÎÌÎ», ÐÔ).

Àêòèâí³ñòü àöåòèëõîë³íåñòåðàçè (ÀÕÅ). Àê-
òèâí³ñòü ôåðìåíòó âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ 
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íîãî ìåòîäó Åëìàíà [17]. 
ßê ñóáñòðàò âèêîðèñòîâóâàëè àöåòèëõîë³í éî-
äèä, ³íòåíñèâí³ñòü çàáàðâëåííÿ âèì³ðþâàëè íà 
äîâæèí³ õâèë³ 412 íì çà äîïîìîãîþ ñïåêòðî-
ôîòîìåòðà ÑÔ-26 («ËÎÌÎ», ÐÔ).

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Â 
íàø³é ðîáîò³ ÿê âèõ³äíèé ìàòåð³àë äëÿ êóëü-
òèâóâàííÿ âèêîðèñòîâóâàëè ôåòàëüíó íåðâîâó 
òêàíèíó ëþäèíè 9–10 òèæí³â ãåñòàö³¿, ÿêà çà 
íàøèìè ïîïåðåäí³ìè äîñë³äæåííÿìè ç åêñïðå-
ñ³¿ ðàíí³õ ãåí³â õîë³íîãåíåçó º íàéá³ëüø ïðè-
äàòíîþ äëÿ ñòèìóëÿö³¿ öüîãî ïðîöåñó [18]. 

Ñòóï³íü äèôåðåíö³þâàííÿ êë³òèííî¿ ïîïó-
ëÿö³¿ â íàïðÿìêó ôîðìóâàííÿ õîë³íåðã³÷íî¿ 
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ìåðåæ³ îö³íþâàëè çà íàÿâí³ñòþ ÑhAT+-ïîçè-
òèâíèõ êë³òèí. Ïðèñóòí³ñòü êëþ÷îâîãî ôåð-
ìåíòó ñèíòåçó àöåòèëõîë³íó º áåçïåðå÷íèì äî-
êàçîì ïðèíàëåæíîñò³ òàêèõ êë³òèí äî õîë³-
íåðã³÷íèõ íåéðîí³â. Êð³ì öüîãî, âðàõîâóâàëè 
çàãàëüíó ÷èñåëüí³ñòü íåéðîíàëüíî¿ ôðàêö³¿ ïî 
íàÿâíîñò³ -òóáóë³í²²²+-ïîçèòèâíèõ êë³òèí, ùî 
äàëî çìîãó ñë³äêóâàòè çà çì³íàìè ïðîöåíòíî-
ãî âì³ñòó õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â ñåðåä óñ³õ 
³íøèõ. Ïðèñóòí³ñòü -òóáóë³íó ²²² òèïó º âàæ-
ëèâèì ïîêàçíèêîì ñòàíó íîâîñôîðìîâàíî¿ íåé-
ðîíàëüíî¿ ïîïóëÿö³¿ â êóëüòóð³ òà ÷àñòî âèêî-
ðèñòîâóºòüñÿ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè çì³í ¿¿ ñêëà-
äó â ï³ä ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ àáî âïëèâó òèõ ÷è 
³íøèõ ðåàãåíò³â [19–21].

Òàê, ó âèñõ³äíîìó ìàòåð³àë³ äëÿ êóëüòèâóâàí-
íÿ ôðàêö³ÿ ChAT+ íåéðîí³â ñòàíîâèëà 5,3 %, à 
çàãàëüíà ÷èñåëüí³ñòü íåéðîí³â ( -òóáóë³í²²²+) – 
17,1 % êë³òèííîãî ñêëàäó (òàáëèöÿ). Çã³äíî ç 
äàíèìè ë³òåðàòóðè òàêà êë³òèííà ïîïóëÿö³ÿ 
çíàõîäèòüñÿ ó ôàç³ àêòèâíîãî ôîðìóâàííÿ íåé-
ðîíàëüíî¿ ôðàêö³¿, àäæå âì³ñò íåéðîí³â â 
í³é âàð³þº â ìåæàõ ïðîì³æíèõ çíà÷åíü. Òàê, 
çà äàíèìè Carpenter et al. [19] â íåäèôåðåí-
ö³éîâàí³é êë³òèíí³é ïîïóëÿö³¿ íåðâîâî¿ ñèñòå-

ìè ëþäèíè ì³ñòèòüñÿ 3–5 % -òóáóë³í²²²+-
êë³òèí, à òàì, äå ïðîöåñè ôîðìóâàííÿ íåéðîí³â 
çàâåðøèëèñÿ, – äî 30 %.

Ó ôàç³ ðîçìíîæåííÿ ï³ä âïëèâîì ì³òîãåí³â 
EGF òà FGFb ñïîñòåð³ãàëàñÿ òåíäåíö³ÿ äî çá³ëü-
øåííÿ ÷èñåëüíîñò³ -òóáóë³í²²²+- òà ChAT+-
êë³òèí (òàáëèöÿ), ìîæëèâî çà ðàõóíîê íîâî-
óòâîðåíèõ íåéðîí³â, ùî çáåð³ãàþòü çäàòí³ñòü 
äî ïîä³ëó, ñåðåä ÿêèé ïðèñóòí³ ³ õîë³íåðã³÷í³. 
Íàÿâí³ñòü ì³òîç³â ó ChAT+-ïîçèòèâíèõ êë³òè-
íàõ ï³äòâåðäæåíî â ðîáîòàõ Schammbra et al. [3] 
ï³ä ÷àñ äîñë³äæåííÿ ãåðì³íàëüíèõ çîí. Íàìè 
âñòàíîâëåíî, ùî ChAT+-íåéðîíè ôîðìóþòü 
ãðóïè ³ ìàéæå íå çóñòð³÷àþòüñÿ ïîîäèíö³. Îòæå, 
â êóëüòóð³ íîâîóòâîðåí³ çà ðàõóíîê ì³òîç³â 
ChAT+-íåéðîíè âñòàíîâëþâàëè êîíòàêòè ç áëèçü-
êèì ñóñ³äí³ì îòî÷åííÿì, ôîðìóþ÷è íåâåëèê³ 
êëîíè. 

Ôàçà äèôåðåíö³þâàííÿ ïðîäåìîíñòðóâàëà 
íåîäíàêîâå çðîñòàííÿ ôðàêö³¿ õîë³íåðã³÷íèõ 
íåéðîí³â. Â êîíòðîëüí³é ãðóï³, ùî êóëüòèâóâà-
ëàñÿ íà ñåðåäîâèù³ ñòàíäàðòíîãî ñêëàäó, ñïîñ-
òåð³ãàëîñÿ íåâåëèêå çðîñòàííÿ ÷èñåëüíîñò³ íåé-
ðîí³â âçàãàë³ ³ õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â â ¿õ 
ñêëàä³ (òàáëèöÿ). Ìîæëèâ³ñòü äîâ³ëüíîãî äèôå-

Ïðîöåíòíèé âì³ñò íåéðîí³â ( -òóáóë³í²²²+-êë³òèíè) òà ¿õ õîë³íåðã³÷íî¿ ôðàêö³¿ (ÑhAT+-êë³òèíè) çà ðåçóëüòàòàìè 
³ìóíîã³ñòîõ³ì³÷íîãî âèÿâëåííÿ ð³çíèõ òèï³â íåðâîâèõ êë³òèí â êóëüòóð³ ôåòàëüíî¿ íåðâîâî¿ òêàíèíè ëþäèíè

Ïðèì³òêà. ÂÐÕ – âåëèêà ðîãàòà õóäîáà. * Ð < 0,05.

Ñòðîê êóëüòèâóâàííÿ òà 
ïîæèâíå ñåðåäîâèùå

Ê³ëüê³ñòü êë³òèí â ïîë³ çîðó, % Âì³ñò 
æèâèõ êë³òèí, %-òóáóë³í²²²+ ÑhAT+

Âèñõ³äíèé êîíòðîëü 17,1 ± 3,6 5,3 ± 2,9 80

Ôàçà ðîçìíîæåííÿ

7 ä³á
DMEM, 10 % òåðìîàêòèâîâàíî¿ ñèðîâàòêè
ÂÐÕ, EGF, FGFb

28,1 ± 6,8 8,0 ± 3,1 92

Ôàçà äèôåðåíö³þâàííÿ

9 ä³á
êîíòðîëü 
äîäàâàííÿ àöåòèëõîë³íó
äîäàâàííÿ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè
äîäàâàííÿ àöåòèëõîë³íó òà ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè

11 ä³á
êîíòðîëü
äîäàâàííÿ àöåòèëõîë³íó
äîäàâàííÿ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè
äîäàâàííÿ àöåòèëõîë³íó òà ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè

34,7 ± 5,3
37,2 ± 7,6
42,3 ± 5,0
43,7 ± 8,5

36,5 ± 5,4
38,8 ± 5,6
44,8 ± 5,0 
46,4 ± 6,7

 6,5 ± 2,9
 6,0 ± 2,2
 8,2 ± 3,0

  14,9 ± 5,5 *

 9,1 ± 4,8
  17,3 ± 5,5 *

14,3 ± 5,1
  21,1 ± 6,2 *

90
88
91
90

87
88
90
90
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ðåíö³þâàííÿ ChAT+-íåéðîí³â ³ç ñòîâáóðîâèõ 
êë³òèí íåðâîâî¿ ñèñòåìè âñòàíîâëåíà Liu et al. 
[16]. Â íàø³é ðîáîò³ ìàêñèìàëüíèé âì³ñò ôðàêö³¿ 
ChAT+ êë³òèí â êîíòðîëüí³é ãðóï³ äîð³âíþâàâ 
9,1 %, ïðè öüîìó -òóáóë³í²²²+-ïîçèòèâíèõ – 
34,7 %. Òàêèé âì³ñò íåéðîí³â ñïîñòåð³ãàºòüñÿ 
ïðè âèõîä³ çíà÷åíü ¿õíüî¿ ÷èñåëüíîñò³ íà ïëàòî 
³ ñòàíîâèòü â ð³çíèõ êë³òèííèõ ïîïóëÿö³ÿõ 
20–37 % [19–21]. Öå º ñâ³ä÷åííÿì ïîâíî¿ 
ðåàë³çàö³¿ ïîòåíö³àëó íåéðîãåíåçó â êë³òèíí³é 
ïîïóëÿö³¿.

Òàêèì ÷èíîì, ïðîöåñè íåéðîíàëüíîãî äèôå-
ðåíö³þâàííÿ â³äáóâàþòüñÿ â ñòàíäàðòíèõ êóëü-
òóðàëüíèõ óìîâàõ, àëå âì³ñò ChAT+-êë³òèí 
çíà÷íî íå çì³íþºòüñÿ, îòæå â³äáóâàºòüñÿ ëèøå 
ï³äòðèìêà âæå ñôîðìîâàíèõ õîë³íåðã³÷íèõ íåé-
ðîí³â òà ¿õí³õ äåòåðì³íîâàíèõ ïîïåðåäíèê³â.

Äîäàâàííÿ â ïîæèâíå ñåðåäîâèùå àöåòèë-
õîë³íó ñïðè÷èíÿº çá³ëüøåííÿ ÷èñåëüíîñò³ õîë³-
íåðã³÷íèõ íåéðîí³â, îñîáëèâî ïîì³òíå íà 11-òó
äîáó – 17,3 %, ïðè öüîìó çíà÷íîãî çðîñòàííÿ 
ê³ëüêîñò³ -òóáóë³í²²²+-êë³òèí íå ñïîñòåð³ãàëî-
ñÿ (òàáëèöÿ). Ïðè äîäàâàíí³ â êóëüòóðàëüíå ñå-
ðåäîâèùå àöåòèëõîë³íó õàðàêòåðí³ ãðóïè ChAT-
ïîçèòèâíèõ êë³òèí çá³ëüøóâàëèñÿ ó ðîçì³ðàõ. 
×èñåëüí³ñòü õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â â íèõ äî-
ñÿãàëà ê³ëüêîõ äåñÿòê³â, óñêëàäíþâàëàñÿ ñòðóê-
òóðà. Çã³äíî ç íàøèìè äàíèìè äèôåðåíö³þ-
âàííÿ íåéðîí³â ³ç ñòîâáóðîâèõ êë³òèí â³äáó-
âàëîñÿ òàê ñàìî, ÿê ³ â êîíòðîë³, àëå ïðîöåíò-
íèé âì³ñò õîë³íåðã³÷íèõ ñåðåä íèõ çá³ëüøóâàâñÿ, 
òîáòî íàÿâí³ñòü àöåòèëõîë³íó íàïðàâëåíî ñòè-
ìóëþº õîë³íîãåíåç ñåðåä ³íøèõ òèï³â íåéðî-
ãåíåçó. 

Â³ðîã³äíî, öåé íåéðîìåä³àòîð º âàæëèâèì 
àãåíòîì ïîçèö³éíî¿ ³íôîðìàö³¿. Â óìîâàõ in 
vivo àöåòèëõîë³í òà ³íø³ ðåãóëÿòîðí³ ðå÷îâèíè 
íàäõîäÿòü ó íåéðîíè ëèøå ïðè âñòàíîâëåíí³ 
ì³æêë³òèííèõ êîíòàêò³â. Ó êóëüòóð³ êë³òèí º 
ìîæëèâ³ñòü ìîäåëþâàòè â³äïîâ³äí³ óìîâè, äîäà-
þ÷è ¿õ áåçïîñåðåäíüî ó ïîæèâíå ñåðåäîâèùå. 
Ïðè íàÿâíîñò³ íåéðîìåä³àòîðà â íåéðîíàëüíèõ 
êë³òèíàõ-ïîïåðåäíèêàõ çàïóñêàºòüñÿ ìåõàí³çì 
äèôåðåíö³þâàííÿ, ïðè â³äñóòíîñò³ â³äáóâàºòüñÿ 
ïðîãðàìîâàíà çàãèáåëü êë³òèíè – àïîïòîç. Îñ-
ê³ëüêè âñòàíîâëåííÿ êîíòàêò³â º âàæëèâîþ óìî-
âîþ âèæèâàííÿ íåéðîí³â, òî, ìîæëèâî, øòó÷-
íà àêòèâàö³ÿ õîë³íåðã³÷íèõ ðåöåïòîð³â â êóëü-
òóð³ ñïðèÿº âèæèâàííþ â³äïîâ³äíèõ íåéðîí³â.
Öÿ ñèñòåìà º ñêëàäîâîþ ÷àñòèíîþ ðåãóëÿö³¿ 

÷èñåëüíîñò³ íåéðîí³â ³ âèíèêíåííÿ íåéðîìå-
ä³àòîðíèõ ïðîâ³äíèõ øëÿõ³â â îíòîãåíåç³.

Íàñòóïíà ñåð³ÿ åêñïåðèìåíò³â ñòîñóâàëàñÿ 
âèêîðèñòàííÿ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè ÿê íåéðî³í-
äóêòîðà. Äîäàâàííÿ ö³º¿ ñïîëóêè â êóëüòóðàëü-
íå ñåðåäîâèùå ñïðè÷èíÿëî ï³äâèùåííÿ ÷èñåëü-
íîñò³ -òóáóë³í²²²+-êë³òèí äî 44,8 % (òàáëèöÿ). 
ChAT+-êë³òèíè ñïîñòåð³ãàëèñÿ òàêîæ ó âèãëÿ-
ä³ âåëèêèõ ãðóï. Íàÿâí³ñòü ó ïîæèâíîìó ñå-
ðåäîâèù³ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè ñïðèÿëî íåçíà÷-
íîìó çá³ëüøåííþ ¿õíüî¿ ÷èñåëüíîñò³ (òàáëèöÿ), 
àëå íà íàøó äóìêó öå â³äáóâàëîñÿ çà ðàõóíîê 
ñòèìóëÿö³¿ íåéðîãåíåçó âçàãàë³, à íå ï³äòðèìêè 
äèôåðåíö³þâàííÿ çà õîë³íåðã³÷íèì òèïîì. 

Ìåõàí³çì ñòèìóëÿö³¿ íåéðîãåíåçó ðåòèíîº-
âîþ êèñëîòîþ íå âèçíà÷åíèé äî ê³íöÿ, àëå â³-
äîìî, ùî ï³ä âïëèâîì ðåòèíî¿ä-³íäóêîâàíèõ 
ïðîòå¿í³â â³äáóâàºòüñÿ ðåîðãàí³çàö³ÿ öèòîñêå-
ëåòó ³ ôîðìóâàííÿ àêñîí³â [22, 23].

Â îñòàíí³é ñåð³¿ åêñïåðèìåíòó íàøîþ ìåòîþ 
áóëî ïîºäíàòè ñòèìóëþþ÷³ åôåêòè ðåòèíîºâî¿ 
êèñëîòè òà àöåòèëõîë³íó. Îáèäâ³ ðå÷îâèíè äî-
äàâàëè â ïîæèâíå ñåðåäîâèùå îäíî÷àñíî, îäðà-
çó ïî çàê³í÷åíí³ ôàçè ðîçìíîæåííÿ. 

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî òà-
êèé âïëèâ âèÿâèâñÿ íàéá³ëüø åôåêòèâíèì 
(ðèñ. 1–3, äèâ. âêëåéêó â ê³íö³ íîìåðà). Çã³äíî 
ç ðåçóëüòàòàìè, íàâåäåíèìè â òàáëèö³, íàéá³ëü-
øèé âì³ñò -òóáóë³í ²²²+- òà ChAT+-êë³òèí 
îòðèìàíèé ñàìå â ö³é ñåð³¿ åêñïåðèìåíò³â. 
Ôðàêö³ÿ õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â ñêëàäàëà 21,1 % 
êë³òèííî¿ ïîïóëÿö³¿. Íà ã³ñòîëîã³÷íèõ ïðåïà-
ðàòàõ çàô³êñîâàíî ôîðìóâàííÿ íåéðîíàëüíèõ 

Ðèñ. 4. Àêòèâí³ñòü àöåòèëõîë³íåñòåðàçè â êîíòðîëü-
íèõ òà åêñïåðèìåíòàëüíèõ êóëüòóðàõ åìáð³îíàëüíîãî 
ãîëîâíîãî ìîçêó ëþäèíè. 11-òà äîáà êóëüòèâóâàííÿ: 
1 – êîíòðîëü; 2 – àöåòèëõîë³í; 3 – ðåòèíîºâà êèñ-
ëîòà; 4 – àöåòèëõîë³í + ðåòèíîºâà êèñëîòà
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ëàíöþæê³â ç -òóáóë³í²²²+- òà ChAT+-êë³òèí 
(ðèñ. 2). Îòæå, â öüîìó âèïàäêó ìè ñïîñòåð³ãàëè 
ñòèìóëÿö³þ äèôåðåíö³þâàííÿ ñòîâáóðîâèõ êë³-
òèí íåðâîâî¿ ñèñòåìè â íåéðîíè òà ïîäàëüøå 
íàïðàâëåíå ôîðìóâàííÿ õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â.

Ôóíêö³îíàëüíó çð³ë³ñòü îòðèìàíèõ â óìîâàõ 
in vitro õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â äîñë³äæóâàëè çà 
äîïîìîãîþ âèì³ðþâàííÿ àêòèâíîñò³ àöåòèëõî-
ë³íåñòåðàçè (ÀÕÅ), íàÿâí³ñòü ÿêî¿ ñâ³ä÷èòü ïðî 
ôîðìóâàííÿ õîë³íåðã³÷íèõ ñèíàïñ³â ³ òîìó º 
ìàðêåðîì ê³íöåâèõ ñòàä³é õîë³íîãåíåçó. Íàé-
á³ëüøó àêòèâí³ñòü ÀÕÅ ñïîñòåð³ãàëè ïðè îäíî-
÷àñíîìó äîäàâàíí³ àöåòèëõîë³íó òà ðåòèíîºâî¿ 
êèñëîòè (ðèñ. 4). Íàéâ³ðîã³äí³øå, ïðèñóòí³ñòü 
îáîõ ³íäóêòîð³â ñïðèéìàºòüñÿ êë³òèíàìè ÿê 
íàÿâí³ñòü õîë³íåðã³÷íî¿ ìåðåæ³ ³ çàïóñêàº ïî-
äàëüø³ ïðîöåñè äèôåðåíö³þâàííÿ, ïîâ’ÿçàí³ ç 
àêòèâàö³ºþ â³äïîâ³äíîãî êîìïëåêñó ãåí³â.

Âèñíîâêè. Íàÿâí³ñòü àöåòèëõîë³íó â êóëüòó-
ðàëüíîìó ñåðåäîâèù³ ñòèìóëþº õîë³íîãåíåç, íå 
âïëèâàþ÷è íà çàãàëüíó ÷èñåëüí³ñòü íåéðîí³â,
ùî ôîðìóþòüñÿ ³ç ñòîâáóðîâèõ êë³òèí. Äîäàâàí-
íÿ ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè ñòèìóëþº íåéðîãåíåç, ³ 
ï³äâèùåííÿ ÷èñåëüíîñò³ õîë³íåðã³÷íèõ íåéðî-
í³â â³äáóâàºòüñÿ çà ðàõóíîê çá³ëüøåííÿ ê³ëü-
êîñò³ íåéðîí³â âçàãàë³. Îäíî÷àñíå âèêîðèñòàí-
íÿ àöåòèëõîë³íó òà ðåòèíîºâî¿ êèñëîòè ñòèìó-
ëþº ÿê íåéðîãåíåç, òàê ³ õîë³íîãåíåç, ³ òîìó º 
íàéá³ëüø åôåêòèâíîþ êîìá³íàö³ºþ äëÿ çá³ëü-
øåííÿ ÷èñåëüíîñò³ õîë³íåðã³÷íèõ íåéðîí³â â 
êë³òèíí³é ïîïóëÿö³¿.
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STIMULATION OF CHOLINOGENESIS 
IN THE HUMAN FETAL NERVE CELLS CULTURE

The aim of the research was to establish cultured popu-
lation of nerve cells reached by cholinergic neurons and 
their determinative precursors. The most effective com-
bination of neuroinductors which stimulated choliner-
gic cells differentiation from the nerve stem cells was 
retinoic acid and acetylcholine. During the period of 
culturing the amount of ChAT+ cells reliably increased 
from 5,3 ± 2,9 % to 21,1 ± 6,2 %. At the same time 
in the control samples their concentration was 9,1 ± 
± 4,8 % of total cell count. Enrichment of cell popula-
tion by cholinergic neurons and their determinative pre-

cursors correlated with increasing of AChE-activity level. 
So, addition of retinoic acid and acetylcholine stimulate 
both neurogenesis and cholinogenesis in the culture of 
human fetal nerve cells. 

Â.È. Öûìáàëþê, È.Ã. Âàñèëüåâà, Í.Ï. Îëåêñåíêî, 
Í.Ã. ×îïèê, Î.È. Öþáêî, Å.Ñ. Ãàëàíòà

CÒÈÌÓËßÖÈß ÕÎËÈÍÎÃÅÍÅÇÀ 
Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÔÅÒÀËÜÍÛÕ ÍÅÐÂÍÛÕ 
ÊËÅÒÎÊ ×ÅËÎÂÅÊÀ

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî ïîëó÷åíèå â êóëüòóðå 
ïîïóëÿöèè íåðâíûõ êëåòîê, îáîãàùåííîé õîëè-
íåðãè÷åñêèìè íåéðîíàìè è èõ äåòåðìèíèðîâàííû-
ìè ïðåäøåñòâåííèêàìè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàèáîëåå 
ýôôåêòèâíîé êîìáèíàöèåé íåéðîèíäóêòîðîâ, ñòè-
ìóëèðîâàâøåé äèôôåðåíöèðîâêó õîëèíåðãè÷åñêèõ 
íåéðîíîâ èç ñòâîëîâûõ êëåòîê, îêàçàëîñü ñîâìåñò-
íîå ïðèìåíåíèå ðåòèíîåâîé êèñëîòû è àöåòèëõî-
ëèíà. Íà ïðîòÿæåíèè ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ êî-
ëè÷åñòâî ChÀÒ+-ïîçèòèâíûõ êëåòîê äîñòîâåðíî óâå-
ëè÷èëîñü ñ 5,3 ± 2,9 äî 21,1 ± 6,2 %, â òî æå âðåìÿ 
â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ èõ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâ-
ëÿëà 9,1 ± 4,8 % îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê. Îáî-
ãàùåíèå êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè õîëèíåðãè÷åñêèìè
íåéðîíàìè è èõ äåòåðìèíèðîâàííûìè ïðåäøåñò-
âåííèêàìè êîððåëèðîâàëî ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ 
àêòèâíîñòè àöåòèëõîëèíýñòåðàçû. Òàêèì îáðàçîì, 
äîáàâëåíèå ðåòèíîåâîé êèñëîòû è àöåòèëõîëèíà 
ñòèìóëèðîâàëî êàê íåéðîãåíåç, òàê è õîëèíîãåíåç â 
êóëüòóðå ôåòàëüíûõ íåðâíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà.
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