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Abstract

Nervous tissue investigation has always been in the interest of many scientists. 
Throughout the whole period of nervous system research, many investigations were 
conducted on animals in vivo to understand the underlying mechanisms of pathologies 
and pharmacological effects of medications. However, some research needs are 
challenging or cannot be fulfilled with in vivo research on animals. Many methods are 
developed to isolate and culture nervous tissue in vitro to investigate neuronal 
physiology, disease mechanisms, and drug safety in vitro.

Through in vivo studies of a particular organ system, numerous influences of the 
entire organism interfere with the precise scope of the study. Hence, it is not possible to 
eradicate the impacts of other organ systems and regulations of the organism before the 
study of the isolated system in scope. As a solution to this issue, the idea to isolate and 
keep the wanted tissue in vitro ascended. The tactic of culturing tissues was initiated 
about a century before. The tissue culture technique was first conducted with 
aggregated tissue particles, which limited the growth with the radial migration of cells 
from the tissue particle. Nevertheless, this method gave very restricted prospects for the 
study, which, successively, served as an opening move for the further development of 
the approaches.

The categories of studies that may be implemented with the tissue cultures 
embrace elementary studies on cellular metabolism, the regulation of gene expression, 
and the cell phenotype at different stages of development. Moreover, the tissue cultures 
can be applicated to immunology, pharmacology, toxicology, tissue regeneration, and 
transplantation.

In obtaining primary neuron cultures, alive cells are used from an organism. 
Then, these cells are cultivated in cultural media, where they have all the needed 
materials to maintain their normal life. Neurons have no capacity to divide, and in the 
primary cultures, they only grow and expand cellular outputs, which are axons and 
dendrites. Primary neurons can be gained from different parts of a rodent’s brain, and 
depending on the study objective, that part can be the cortex, hippocampus, or 
cerebellum. These cultures, parallelly with neurons, may and may not contain glial 
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cells. In some instances, for example, when these cells are the study’s objective, only 
glial cells may be cultured. As a source of primary cells can serve both embryonal and 
early postnatal animals.

Another type of culturing neuronal tissue, called organotypic culture, is to 
harvest and culture the whole tissue without disaggregating the cells. Compared to 
neuronal cell cultures, organotypic cultures are relatively difficult to obtain. Still, as 
they more accurately represent the complex structure and unity of nervous tissue, new
tactics were desired to solve this problem. Steps frontward were the invention of the 
organotypic slice technique and the roller tube technique to culture organotypic brain 
slices. In these methods, the intact brain tissue slices are plated on coverslips and 
semipermeable membranes that are put in nutritious media.

Thanks to the technologies and methods of tissue engineering, another possible 
way to obtain a nervous cell culture is the usage of already differentiated somatic cells. 
These cells are harvested from different sources and can be reprogrammed into induced 
pluripotent stem cells. The latter is capable of proliferating and differentiating into new 
specialized cells, such as neurons. 

As mentioned, in vitro neuronal culture methods have been developed for 
different research tasks. The resultant cultures resolve many problems for researchers, 
make the research more accessible, and allow the studies of isolated nervous tissue. 
However, they still are not capable of satisfying all desires, as they are limited in terms 
of lifecycle and cell number and do not embody the structural and functional 
complexity of the nervous tissue. Therefore, the approaches need to be enhanced, and 
more studies should be done regarding this topic to improve the similarity of the 
cultures to the actual natural nervous tissue.

This review summarizes the historical development, the methodological 
approaches, and the opportunities given by two- and three-dimensional nervous tissue 
cultures and organotypic brain slice cultures.

Keywords and phrases: nervous tissue, cell culture, tissue culture, organotypic 
culture
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Նյարդային հյուսվածքի հետազոտությունը միշտ եղել է շատ գիտնա-
կանների հետաքրքրության շրջանակում: Նյարդային համակարգի 
հետազոտության ողջ ժամանակահատվածում բազմաթիվ հետազոտութ-
յուններ են իրականացվել կենդանիների վրա in vivo՝ հասկանալու համար 
ախտաբանությունների հիմքում ընկած մեխանիզմները և դեղերի 
դեղաբանական ազդեցությունները: Այնուամենայնիվ, որոշ հետազոտական 
կարիքներ դժվար են կամ չեն կարող բավարարվել կենդանիների վրա in 
vivo հետազոտություններով: Մշակվել են բազմաթիվ մեթոդներ՝ in vitro 
նյարդային հյուսվածքը մեկուսացնելու և մշակելու համար՝ հետազոտելու 
նեյրոնների ֆիզիոլոգիան, հիվանդությունների մեխանիզմները և դեղա-
միջոցների անվտանգությունը in vitro: 

Որոշակի օրգան համակարգի in vivo ուսումնասիրությունների դեպ-
քում ամբողջ օրգանիզմի բազմաթիվ ազդեցությունները խանգարում են 
հետազոտության կոնկրետ շրջանակին: Հետևաբար, հնարավոր չէ վերաց-
նել օրգանիզմի այլ օրգան համակարգերի և կարգավորման  ազդեցություն-
ները, նախքան առանձնացված թիրախային համակարգի ուսումնասիրութ-
յունը: Որպես այս հարցի լուծում՝ առաջ է քաշվել հետազոտվող հյուսվածքը 
in vitro մեկուսացնելու և պահելու գաղափարը։ Հյուսվածքների մշակման 
մարտավարությունը սկսվել է մոտ մեկ դար առաջ։ Հյուսվածքների 
կուլտուրայի տեխնիկան առաջին անգամ իրականացվել է ագրեգացված 
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հյուսվածքային մասնիկներով, որոնցում աճը սահմանափակվել է հյուսված-
քային մասնիկից բջիջների ճառագայթային գաղթով: Այնուամենայնիվ, այս 
մեթոդը շատ սահմանափակ հեռանկարներ է տվել ուսումնասիրության 
համար, ինչը սկիզբ է տվել մոտեցումների հետագա զարգացմանը։ 

Հետազոտությունների խմբերը, որոնք կարող են իրականացվել 
հյուսվածքային կուլտուրաներով, ներառում են տարրական ուսումնասի-
րություններ բջջային նյութափոխանակության, գեների արտահայտման 
կարգավորման և զարգացման տարբեր փուլերում բջիջների ֆենոտիպի 
վերաբերյալ: Ավելին, հյուսվածքային կուլտուրաները կարող են կիրառվել 
իմունաբանության, դեղաբանության, թունաբանության, հյուսվածքների 
վերականգնման և փոխպատվաստման համար: 

Առաջնային նեյրոնային կուլտուրաներ ստանալու համար օգտա-
գործվում են օրգանիզմի կենդանի բջիջները։ Այդ բջիջները կուլտիվացվում 
են կուլտուրային միջավայրում, որտեղ նրանք ունեն բոլոր անհրաժեշտ 
նյութերը՝ իրենց բնականոն կենսագործունեությունն ապահովելու համար: 
Նեյրոնները բաժանվելու ունակություն չունեն, և առաջնային կուլտու-
րաներում դրանք միայն աճում և ընդլայնում են բջջային ելուստները, որոնք 
աքսոններն և դենդրիտներն են: Առաջնային նեյրոնները կարելի է ձեռք 
բերել կրծողի ուղեղի տարբեր մասերից, և կախված ուսումնասիրության 
նպատակից՝ այդ մասը կարող է լինել կեղևը, հիպոկամպը կամ ուղեղիկը: 
Այս կուլտուրաները, նեյրոնների հետ զուգահեռ, կարող են պարունակել կամ 
չպարունակել գլիալ բջիջներ: Որոշ դեպքերում, օրինակ, երբ գլիալ բջիջներն 
են հետազոտության թիրախը, կարող են կուլտիվացվել միայն այդ 
բջիջները: Առաջնային բջիջների աղբյուր կարող են ծառայել ինչպես 
սաղմնային, այնպես էլ վաղ հետծննդյան շրջանի կենդանիները: 

Նեյրոնային հյուսվածքի մեկ այլ տեսակ, որը կոչվում է օրգա-
նոտիպային կուլտուրա, ամբողջ հյուսվածքի ձեռքբերումն ու մշակումն է 
առանց բջիջների առանձնացման: Նեյրոնային բջիջների կուլտուրաների 
համեմատ օրգանոտիպային կուլտուրաներ ձեռք բերելը համեմատաբար 
դժվար է: Այդուհանդերձ, քանի որ դրանք ավելի ճշգրիտ են ներկայացնում 
նյարդային հյուսվածքի բարդ կառուցվածքն ու միասնությունը, այս խնդիրը 
լուծելու համար նոր մոտեցումներ են պահանջվում: Առաջընթաց քայլերից 
էին օրգանոտիպային հատվածային տեխնիկայի և պտտվող անոթի 
տեխնիկաները` ուղեղի օրգանոտիպային շերտեր մշակելու համար: Այս 
մեթոդներում ուղեղային ինտակտ հյուսվածքի կտորները տեղադրվում են 
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ծածկապակիների և կիսաթափանցիկ թաղանթների վրա, որոնք դրվում են 
սննդային միջավայրում: 

Հյուսվածքների ճարտարագիտության տեխնոլոգիաների մեթոդների 
շնորհիվ նյարդային բջիջների կուլտուրա ստանալու մեկ այլ հնարավոր 
միջոց է արդեն տարբերակված մարմնական բջիջների օգտագործումը: Այս 
բջիջները հավաքվում են տարբեր աղբյուրներից և կարող են վերածրագ-
րավորվել ինդուկացված պլյուրիպոտենտ ցողունային բջիջների: Վերջինս 
ունակ է բազմանալու և տարբերակվելու նոր մասնագիտացված բջիջների, 
ինչպիսիք են նեյրոնները։ 

Ինչպես նշվեց, in vitro նեյրոնային կուլտուրայի մեթոդները մշակվել 
են տարբեր հետազոտական առաջադրանքների համար: Ստացված 
կուլտուրաները հետազոտողների համար լուծում են բազմաթիվ խնդիրներ, 
հետազոտությունը դարձնում ավելի մատչելի, և թույլ են տալիս 
ուսումնասիրել մեկուսացված նյարդային հյուսվածքը: Այնուամենայնիվ, 
նրանք դեռևս ի վիճակի չեն բավարարելու բոլոր կարիքները, քանի որ 
սահմանափակ են կյանքի ցիկլի և բջիջների քանակի առումով և չեն 
մարմնավորում նյարդային հյուսվածքի կառուցվածքային և ֆունկցիոնալ 
բարդությունը: Հետևաբար, մոտեցումները պետք է ընդլայնվեն, և պետք է 
ավելի շատ ուսումնասիրություններ կատարվեն այս թեմայի շուրջ՝ 
բարելավելու կուլտուրաների նմանությունը իրական բնական նյարդային 
հյուսվածքին: 

Այս ակնարկն ամփոփում է երկչափ և եռաչափ նյարդային հյուս-
վածքների կուլտուրաների և ուղեղի հատվածային օրգանատիպային 
կուլտուրաների պատմական զարգացումը, մեթոդաբանական մոտեցում-
ները և ընձեռած հնարավորությունները: 

Բանալի բառեր և բառակապակցություններ. նյարդային հյուսվածք, 
բջջային կուլտուրա, հյուսվածքային կուլտուրա, օրգանոտիպիկ կուլտուրա: 
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Introduction
During in vivo examinations of a particular organ system, many factors of the 

whole organism interfere with the specific scope of research. During in vivo research, 
it is impossible to eliminate influences of other organ systems and regulations of the 
organism and investigate the isolated system of interest. To solve this problem, the idea 
of isolating maintaining of the desired tissue in vitro arose. The approach of culturing 
tissues was originated about a century ago. In the evolution of the technique, three 
stages can be denoted: first step, Harrison, Carrel, and others tried to explant and study 
the outgrowth from cells [17, 2]; the second step was the development of cell lines, 
both limited [18] and continuous [7, 14]; and the third, contemporary period, is the 
investigation of gene expression in cell lines and freshly isolated cells. Step by step, the 
method was changed from simply exploring into a robust instrument in cell and
molecular biology, virology, cellular pathology, bioengineering, and industrial 
pharmaceutics.

Chart 1: Tissue culturing method evolution stages

The tissue culture technique was first elaborated with non-disaggregated tissue 
fragments, and growth was limited with the migration of cells from the tissue fragment 
radially. However, this approach gave very limited opportunities for the research, 
which, in turn, served as a starting point for the further improvement of the methods.

The types of investigation that can be conducted using the tissue culture are 
summarized in Table 1. These include basic studies on cellular metabolism, the 
regulation of gene expression and the cell phenotype at different stages of 
development, and the application to immunology, pharmacology, toxicology, and 
tissue regeneration and transplantation.

explantation and study of cell 
outgrowths 1900s 

development of cell lines 1950s 

investigations in cell lines and freshly 
isolated cells 

curren
t 

period 
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Table 1: Different areas of tissue culture method usage [44, 11]

Intracellular 
activity

Genomics Cell to cell 
interactions

Cell products

DNA 
transcriptio
n
protein 
synthesis
metabolism
apoptosis

genetic analysis
transfection
immortalization

morphogenesis
proliferation
adhesion
motility

biotechnology
bioreactors
product 
harvesting

Immunology Pharmacology Tissue 
engineering

Toxicology

epitopes
immune 
response
antibody 
production
signaling

drug action
molecular 
targeting

tissue 
constructs
matrices and 
scaffolds
stem cells

infection
cytotoxicity
carcinogenesis
inflammation

Antiviral vaccine production and investigation of neoplasia were the first 
medical research directions that induced cell culture development. Emerging 
commercial supply of cultural media, sera, and antibiotics to manage the 
contaminations opened the doors for developing standardized conditions, making tissue 
cultures available to a dispersed range of interests. Nowadays, tissue culture is not 
extraordinary but a powerful research tool in many biomedical disciplines and 
biotechnology. 
Another force for empowering tissue culture methods development has been the 
presentation of worry by many animal-rights groups about the unneeded usage of 
experimental animals [41, 30]. Although most accept that some animals will resume 
being required for preclinical trials of new medications, there is overall apprehension 
that extensive usage of animals for cosmetics development and similar actions are not 
morally defendable. Thus, there is continuing propaganda for more in vitro assays.

The culture of nervous tissue began at the beginning of the 20th century when 
neuronal outgrowth was detected in frog embryos attached to coverslips [17].
However, effective long-term culture of mammalian central nervous tissue was first 
accomplished years later with the Rollertube method [13, 39].

Neurological research has not profited from working with bred cell lines from 
the normal nervous tissue, as it has not been possible in vitro without using the 
transformed cells. However, developments with human embryonic stem cell cultures 
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[42,46] indicate that this strategy may supply reproducing cultures that differentiate 
into neurons and provide valuable and distinct models for neuronal diseases [8].
In cultures, cells need to attach to a base for growth, making intercellular interactions 
and behaving as integral tissue. Different cell types need different materials to attach, 
and for this reason, the dishes are treated with particular materials to enhance cell 
attachment. Neurons cannot tolerate untreated glass or plastic satisfactorily but 
demonstrate neurite outgrowth on collagen and poly-D-lysine. Neurite outgrowth is 
encouraged by the polypeptide nerve growth factor [25] other factors secreted by glial 
cells [27, 9].

In mammals’ central nervous system (CNS), neural stem cells (NSCs) can be 
isolated from embryonic and adult tissues [28]. Different research questions need 
neurons from different areas of the CNS. Therefore, it is essential to mind the 
possibilities of acquiring particular neuronal types. Embryonal NSCs can be isolated 
from multiple regions, while in the adult brain it can be performed only two regions, 
where cell proliferation occurs: the subventricular zone and the subgranular zone of the 
hippocampal dentate gyrus [26].

Producing in vitro cultures of neuronal cells has been central to expanding the 
nervous system’s performance knowledge. While different highly proliferating cells, 
such as epithelium, are relatively easy to maintain in vitro, culturing neuronal cells is 
incredibly complex because mature neurons are not dividing [10]. An approach to 
overcome this is to make secondary cell lines that are originated from neuronal tumors 
and were immortalized. These lines can grow effortlessly in cell culture and give 
unlimited cells. Another plus is minimized unevenness among cultures. The minus of 
these cell lines is that they show numerous dissimilarities with the cell type derived 
from them [15].

Another application of the tissue culturing technique can be the treatment of 
some nervous system diseases with NSCs. Here the culturing method is an intermediate 
step for acquiring the cells and applying them to the target organism. In an animal 
model of multiple sclerosis, adult neuronal stem cells were obtained and injected into 
the affected mice [33]. The intervention showed some recovery of the pathological 
process. In another study with animal modes of impaired dopaminergic neurons [32],
neural stem cell implantation resulted in the recovery of lost neurons and 
neuroprotective effects. 

Primary cell cultures are not immortal, and therefore the quantity of cells present 
for research is restricted and remains the same throughout the whole research. 
Consequently, it complicates the task, as more efforts should be made to keep these 
cells alive. Moreover, as animal tissues in vivo consist of several cell types, it is 
required to isolate the required cell type from others and determine the cleanliness of 
the resultant cultures, for instance, through immunocytochemistry [16] by cell lineage-
specific markers [23]. For the primary neuronal cell cultures, it is required to isolate 
them from the glial cells as much as possible. Another essential consideration for 
primary cultures is obtaining ethical approvals and using animal or human cells [35].
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Sometimes the research tasks require the same environment for neurons as in 
vivo. However, the complex structure of the central nervous system (CNS) is not 
reconstructed in cultures; hence, other approaches, such as thin slice culture, have 
become valued. For investigating neuronal and glial physiology inside the environment 
of the physiologically relevant tissue setting [4]. The slice culturing methodology with 
a membrane interface ensures direct access to both CNS tissue and feeding medium, 
enabling experiments that would be impossible in vivo. The technique includes the 
settlement of brain slices on a semipermeable membrane insert [20]. The latter is 
assembled in a medium to balance the slices between medium and a humidified 
atmosphere. A thin layer of medium is let to cover the slice to ensure sufficient 
hydration and nutrient absorption without interfering with the gas exchange [29]. The 
modeled slices can be effectively maintained for up to several weeks. The described 
methods can be used to perform a broad assortment of investigations within pathology, 
immunology, and pharmacology for neural tissue [5, 31].

Primary neuronal cell cultures
Primary neuron cultures are obtained via taking cells from an organism and 

cultivating them in cultural media. Neurons are not dividing, and hence in the primary 
cultures, they are only capable of growing and expanding outputs. Primary neurons can 
be obtained from rodent brain different parts, and depending on the research aim, it can 
be the cortex, hippocampus, or cerebellum [15, 3]. The cultures may contain neurons 
with or without glial cells. On some occasions, only glial cells may be cultured when 
these cells are in the scope of research [43]. As a primary cell source can serve both 
embryonal and early postnatal animals. 

To enhance the adhesion of cells, the culture dishes and plates are coated with 
different compounds, such as poly-D-lysine [22]. One of the standard culture media 
used to grow neurons is Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) [45]. This 
medium contains essential compounds needed for the cells’ survival. Neurons use 
glucose as the primary energy source; thus, high-glucose DMEM is preferred. In 
addition to glucose, sodium pyruvate can be used as a supplement to provide additional 
carbon and energy. Cell cultures are often contaminated with bacteria and fungi. To 
prevent these contaminations, antibiotics such as gentamycin are added [21]. To have 
no endothelial and glial cells in the culture, their reproduction can be stopped with a 
cytostatic cytosine arabinoside [24]. Other standard operations performed are the same 
as in other tissue cultures.
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Chart 2: Main steps of primary cerebellar granular cells culture preparation [24]

Organotypic nervous tissue cultures
Neuronal cell cultures, compared to organotypic cultures,  are relatively easily 

affordable. However, as they do not represent nervous tissue’s complex structure and 
unity, new approaches were desired to solve this problem. A step forward was the 
invention of the organotypic slice technique. The term “organotypic” was first used in 
Reinbold’s work [34] in 1954 regarding the chicken embryo eye differentiation. More 
detailed technical approaches were described in further works. Gähwiler’s group 
proposed the roller tube technique to culture organotypic brain slices [12]. In this 
method, the brain slices were plated on coverslips plasma. The plasma was coagulated 
with thrombin to attach the slices to the coverslip. 

Later, the roller tube method was developed by Stoppini and coauthors [38], and 
the semipermeable membrane technique was proposed. In this approach, the brain 
slices are put on a semipermeable membrane, and the medium is added under the 
membrane. This allows having two compartments, separated by a membrane, where the 
slices can be cultured above the membrane, and cells can be cultured under it. The 
membrane pores size governs if some cells and substrates can diffuse to slice and 
whether the slices can be cultured with the particular cells; thus, the method mimics the 
blood-brain barrier [6].

Postnatal 6-8
days old rats 

selected
Pups head 
dissection

Cerebella 
extraction

Cerebella 
washed thrice 

in 
HBSS/BSA

Cerebella chopped 
with razor into 
about 0.5 mm2

cubes

Tissue transferred into 
a centrifuge tube with 
HBSS/BSA and let the 

tissue settle down

The supernatant is 
renowned

Tissue is incubated 
with 0.025 % 

trypsin in 37oC
water bath

15 min later
DMEM is 

added to stop 
digestion

The tissue is 
triturated until 

no visible 
tissue remains

Centrifugatio
n at 650 g, 15 

min

Cell 
resuspension 

in DMEM

Cell counting 
with 

hemocytomet
er

Approximatel
y 1.5 × 106

cells/ml cells 
are plated

Cells are 
incubated at 
37 C and 5% 

CO2
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To get the slices, the brain is removed, and with vibratome, whole-brain sagittal 
or coronal slices are cut with 100-400 micron thickness. As the tissue is native, the 
cutting process should be performed very carefully and quickly to minimize tissue 
integrity and functionality damage. After cutting, the slices are placed in the plate 
membrane, the general culturing media, such as DMEM, are added, and the slice is 
incubated in a 37oC and 5% CO2 incubator. Medium is renowned weekly or twice a 
week.

Chart 3: Main steps of organotypic brain slice culture preparation

Induced pluripotent stem cell-derived neuronal cultures
Already differentiated somatic cells from different sources can be reprogramed 

into induced pluripotent stem cells (iPSCs) that are capable of proliferating and
differentiating into new specialized cells [36]. After acquiring, the iPSCs are 
differentiated into neurons by in vitro neuroectodermal induction [37]. The resulting 
neurons can be maintained in the culture and represent the functional characteristics of
the same type of neurons in the brain [40].

The first stage of iPSC differentiation is primitive and neural rosette-type NSC 
generation in a two-dimensional (2D) setting [47]. This gives a patient-specific neuron 
culture that can serve as a model for investigating drug effects and underlying 
mechanisms of pathologies. Besides the 2D modality, three-dimensional (3D) cultures 
can be acquired. The 3D cultures are developed as neurospheres and floating 3D NSC 
cultures that are more similar to in vivo settings than 2D cultures [19].

Adding to the 3D cultures of the artificial scaffolds and extracellular-matrix 
materials can mimic the anatomical structure of the brain, and consequently, the 
cultures will become more accurate for studying the pathology mechanisms [1,48].

Postnatal 6-8
days old rats 

selected
Pups head 
dissection

Brain 
extraction

Brains 
transferred to 
a microtome

Brains glued 
to the chuck 

of the 
microtome

Whole-brain 
slices with 

100-400 mcm 
thickness are 

cut

The slices are 
placed in the 

plate 
membrane

DMEM 
medium is 
added to 

cover the slice

The slice is 
incubated at 
37 C and 5% 

CO2
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Table 2: Comparison of several neuronal culturing methods

Methods             

Properties

Primary 
neuronal cell 
cultures

Immortalized 
neuronal cell 
line cultures

Organotypic 
nervous tissue 
cultures

Induced 
pluripotent 
stem cell-
derived 
neuronal 
cultures

Source animals tumor cells animals cells

Similarity to the 
actual structure

low low high low

Approachability easy hard easy hard

Life span limited unlimited limited limited

As described, methods of in vitro neuronal cultures have been developed to 
fulfill different research tasks. The resulting cultures solve many problems for 
researchers, simplify the research, allow investigating the nervous tissue isolated. 
However, these methods still cannot satisfy many needs, as they are limited in terms of 
lifespan and cell quantity and do not represent the structural and functional complexity 
of the nervous tissue. Consequently, the methods need to be improved, and more 
research should be done regarding this topic to maximize the similarity of the cultures 
to the natural nervous tissue. 
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