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Відкриття нейральних стовбурових/прогеніторних клітин є одним 
з найвидатніших досягнень в галузі нейробіології. Останнім часом 
все більше підтверджуються дані про постійний нейрогенез в певних 
ділянках мозку ссавців, який забезпечується за рахунок пулу стовбу-
рових клітин [1, 2]. Суттєвим кроком у дослідженні нейральних про-
геніторних клітин стало їх виділення і культивування. Культура НПК 
є потужним інструментом для розкриття молекулярних і клітинних 
механізмів у галузі нейробіології.

Важливою властивістю НПК є здатність підтримувати проліфера-
тивну активність в умовах in vitro, що дозволяє нарощувати їх кіль-
кість в культурі. Хоча велика увага приділяється потенційному вико-
ристанню НПК в клітинній терапії, культивування нейральних про-
геніторів може бути також важливим для дослідження механізмів 
нейрогенезу в контрольованих умовах in vitro [3].

Нейральні прогеніторні клітини спочатку культивували як вільно-
плаваючі кулеподібні колонії (так звані нейросфери) у безсироват-
ковому середовищі з додаванням різних ростових факторів, напри-
клад, епідермального фактора росту (EGF) [4]. Клонування нейро-
сфер дало інструмент для встановлення властивості «стовбуровос-
ті» у тих чи інших первинних популяціях нейральних прогеніторних 
клітин. Саме за допомогою цього підходу було продемонстровано, 

що деякі ділянки мозку, який розвивається, і зрілого мозку ссавців, 
у тому числі людини, містять пули нейральних стовбурових клітин 
[5-7]. Пізніше НПК почали вирощувати в моношарових культурах 
із використанням фактора росту фібробластів типу 2 (FGF-2) [8, 9].

Моношарова адгезивна культура нейральних прогеніторів має 
кілька переваг порівняно із нейросферами. Така культура є однорід-
ною популяцією недиференційованих прогеніторних клітин [10]. Клі-
тини в адгезивній культурі можна легко моніторити, оцінювати мор-
фологію й поведінку кожної клітини. Саме тому моношар НПК – це 
потенційне джерело для трансплантації клітин і корисна модель для 
дослідження процесів міграції та диференціації клітин.

Раніше вже були розроблені прокотоли культивування нейраль-
них прогеніторів з субвентрикулярної зони бокових шлуночків щура 
у вигляді моношару [9]. Актуальним завданням є отримання адге-
зивної культури нейральних прогеніторних клітин з фетального гі-
покампа миші.

У даній роботі представлено розроблений протокол отриман-
ня очищенної фракції нейральних прогеніторних клітин з феталь-
ного (ембріони 17-го, 18-го дня розвитку – E17-18) гіпокампа миші 
та культивування їх у вигляді моношару у безсироватковому середо-
вищі з додаванням FGF-2.

РЕЗЮМЕ

Культура нейральних стовбурових/прогеніторних клітин широко застосовується для вивчення характеристик цих клітин в контро-
льованих умовах in vitro, а також для дослідження клітинних і молекулярних механізмів розвитку захворювань центральної нервової 
системи та розробки стратегій їх лікування. 

У даній роботі надається детальний протокол отримання фракції фетальних (E17-18) нейральних прогеніторних клітин (НПК) гі-
покампа миші. Методика основана на використанні центрифугування суспензії гіпокампальних клітин у градієнті щільності перколу 
для отримання очищеної фракції НПК. Клітини культивуються у безсироватковому середовищі у вигляді моношару, що створює умо-
ви для більш рівномірного доступу мітогену FGF-2 до клітин. Цей метод дозволяє отримати гомогенну популяцію недиференційова-
них прогеніторних клітин з фетального гіпокампа миші.
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Усі експерименти на тваринах виконані з дотриманням вимог 
статті 26 Закону України «Про захист тварин від жорстокого пово-
дження» (від 21.02.2006 р.), «Європейської конвенції по захисту хре-
бетних тварин, які використовуються з експериментальною та іншою 
науковою метою» (Страсбург, 1986 р.), а також з дотриманням усіх 
принципів біоетики та норм біологічної безпеки.

НЕОБХІДНІ МАТЕРІАЛИ І РЕАГЕНТИ

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

СКЛАД СЕРЕДОВИЩА ДЛЯ КУЛЬТИВУВАННЯ (НА 100 МЛ)

ПРИГОТУВАННЯ 22%-НОГО РОЗЧИНУ PERCOLL, ОБ’ЄМ 10 МЛ
У 15-мл пробірку додати 7,8 мл PBS і 2,2 мл 100%-ного розчину 

Percoll. Ретельно перемішати отриманий розчин.

ПРИГОТУВАННЯ РОЗЧИНУ MATRIGEL 
ДЛЯ ПОКРИТТЯ ЧАШОК ПЕТРІ
Для покриття 10 чашок Петрі діаметром 35-мм матриксом Matrigel 

потрібно приготувати 20 мл розчину Matrigel (по 2 мл в кожну чаш-
ку). У пробірку об’ємом 50 мл налити 20 мл середовища Neurobasal 

№ НАЗВА 
ФІРМА-ВИРОБНИК, 

КАТАЛОЖНИЙ НОМЕР

1 Neurobasal medium Invitrogen, 21103-049

2 B27 supplement Invitrogen, 17504-044

3 GlutaMAX Invitrogen, 35050-038

4 Na pyruvate Sigma, P2256

5 N-Acetyl-L-cysteine Sigma, A9165 

6 PenStrep Gibco, 15140-122 

7 фактор росту фібробластів 
FGF-2 Sigma, F0291

8 Hanks’ balanced salt solution 
(HBSS) Sigma, H4641 

9 Percoll GE Health Care BioScience, 
17-0891-01

10 Matrigel BD Biosciences, 354234

11 PBS (phosphate buffered 
saline) Gibco, 10010031

12 клітинний фільтр (40 мкм) BD Falcon, 352340

13 скляні піпетки Пастера Sigma, S6268

14 чашки Петрі діаметром 35 
і 60 мм Sigma, Z707651, Z707678

15 конічні центрифужні пробірки 
об'ємом 15 та 50 мл

BD Biosciences, 352097, 
352070

 

Neurobasal medium 96,3 мл

B27 supplement 2 мл

GlutaMAX 1 мл

Na pyruvate 100 мкл

N-Acetyl-L-cysteine 100 мкл

PenStrep 500 мкл

і додати 40 мкл 100%-ного розчину Matrigel. Ретельно перемішати 
отриманий розчин, наповнити ним 35-мм чашки Петрі і залишити 
при кімнатній температурі не менше години (поки виділяються кліти-
ни). Перед посадкою клітин чашки Петрі двічі відмивають від Matrigel 
середовищем Neurobasal.

ПРОТОКОЛ 
1. Усі етапи виконуються в охолоджених розчинах, чашки 

Петрі розташовуються на льоду.
2. Наповнити три 60-мм чашки Петрі по 5 мл у кожну і одну 

35-мм чашку Петрі – 1 мл охолодженого розчину HBSS 
та розмістити їх на льоду.

3. Мишу на 17-ту, 18-ту добу вагітності піддають евтаназії 
шляхом цервікальної дислокації під ефірним наркозом. Об-
робити шкіру черевної поверхні 70%-ним етанолом і зроби-
ти поперечний розріз довжиною 0,5 см на рівні пупка. Захо-
пивши шкіру вище і нижче розрізу, потягнути шкіру убік го-
лови і хвоста, щоб викрити доступ до черевної порожнини.

4. Іншими стерильними ножицями зробити розріз очереви-
ни, відпрепарувати матку разом з ембріонами і перенести 
у 60-мм чашку Петрі, наповнену 5 мл охолодженого розчи-
ну HBSS. 

5. Розрізати матку, дістати усі ембріони і перенести їх у дру-
гу 60-мм чашку Петрі з 5 мл охолодженого розчину HBSS.

6. Утримуючи ембріон пінцетом за шию, вставити кінець ви-
гнутого пінцета трохи вище носа, просунути його під череп, 
провести ним до задньої частини голови, розрізаючи таким 
чином череп і шкіру. Цим же пінцетом розвести шкіру ра-
зом з черепом і акуратно завести бранші під мозок, звести 
їх внизу і підняти разом із мозком. Перенести мозок у тре-
тю 60-мм чашку Петрі, наповнену 5 мл охолодженого роз-
чину HBSS.

7. Повторити пункт 6 для усіх ембріонів.
8. Розрізати мозок навпіл за допомогою скальпеля, зробивши 

сагітальний розріз по серединній лінії. З кожної півкулі під 
стереомікроскопом вирізати гіпокамп і перенести в 35-мм 
чашку Петрі, наповнену 1 мл охолодженого розчину HBSS. 

9. Повторити пункт 8 для усіх макропрепаратів мозку.
10. Подрібнити гіпокампи за допомогою мікроножиць у розчи-

ні HBSS.
11. За допомогою трьох скляних піпеток Пастера різного діа-

метра (від більшого до меншого) розпіпетувати шматки гі-
покампів до однорідної суспензії. Піпетувати тканину необ-
хідно повільно і обережно, щоб мінімізувати пошкодження 
клітин.

12. Отриману суспензію клітин пропустити через клітинний 
фільтр з діаметром пор 40 мкм у 15-мл центрифужну про-
бірку.

13. Додати у пробірку HBSS до 10 мл.
14. Відцентрифугувати суспензію клітин у розчині HBSS при 

240 g протягом 10 хв.
15. Злити супернатант і до осаду додати 1 мл PBS. Обережно 

розпіпетувати осад з клітинами.
16. Додати 10 мл 22%-ного розчину Percoll у 15-мл пробірку 

і відцентрифугувати при 540 g протягом 10 хв.
17. У пробірку з Percoll акуратно нашарувати зверху 1 мл сус-

пензії клітин.
18. Відцентрифугувати суспензію клітин при 540 g протягом 

10 хв.
19. Зібрати супернатант і додати до осаду 1 мл середовища 

Neurobasal і розпіпетувати осад з клітинами.
20. Відцентрифугувати суспензію клітин при 240 g протягом 

10 хв.
21. Повторити пункти 19-20.
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22. Зібрати супернатант і додати до осаду 2 мл середовища для 
культивування, розпіпетувати осад з клітинами і підрахува-
ти кількість клітин.

23. На одну 35-мм чашку Петрі (у 2 мл середовища) висаджу-
ють 3•105 клітин. Підрахувавши загальну кількість отрима-
них клітин у суспензії, розрахувати необхідну кількість ча-
шок Петрі і, відповідно, загальний об’єм середовища для 
культивування.

24. У середовище для культивування додати фактор росту фі-
бробластів (FGF-2) із розрахунку 20 нг на 1 мл середовища 
і ретельно перемішати.

25. Додати в отримане середовище для культивування 2 мл сус-
пензії клітин.

26. У промиті після Matrigel чашки Петрі розлити суспензію клі-
тин по 2 мл у кожну чашку.

27. Культивувати клітини в СО2-інкубаторі при температурі 
+37 0С і 5% СО2. Середовище для культивування змінюва-
ти кожні 3 дні.

ІМУНОЦИТОХІМІЧНИЙ АНАЛІЗ КУЛЬТУРИ НПК
Для аналізу фенотипу НПК свіжоізольовані клітини висівали на 

покривні скельця, покриті Matrigel (4•105 клітин на 35-мм культураль-
ну чашку). На 3-тю добу культивування культуральне середовище за-
мінювали охолодженим 4%-ним розчином параформальдегіду (ПФ) 
і після фіксації протягом години проводили імуноцитохімічне фар-
бування культури клітин. Клітини інкубували з первинним монокло-
нальним мишачим антитілом до нестину (Chemicon, USA) у розчині 
0.1 М ФБ із додаванням 0,5% БСА та 0,3% Тритон Х-100 протягом 
12 годин при +4 0С. Первинне антитіло візуалізували вторинним анти-
мишачим антитілом, кон’югованним з флуорохромом AlexaFluor488 
(Invitrogen, США). Ядра клітин контрастували флуоресцентним барв-
ником Hoechst33342 (Invitrogen, USA). Пофарбовану культуру клітин 
досліджували за допомогою конфокального скануючого мікроскопа 
FV1000-BX61WI (Olympus, Японія).

На третю добу культивування гіпокампальні нейральні прогені-
тори мали переважно округлу або біполярну форму і тонкі відрост-
ки. Імуноцитохімічний аналіз показав, що незначна кількість клітин 
(до 4,8%) експресувала маркери зрілих нейронів (бета-тубулін) або 
астроцитів GFAP (дані не показані), що, ймовірно, по’вязано із конта-
мінацією вихідної популяції клітин після виділення і очищення. Проте 
більшість клітин (95,2%) експресували нестин (Рис. 1), що характер-
но для гіпокампальних клітин-попередників [11]. 

Слід підкреслити, що прогеніторні клітини в присутності Matrigel 
не генерували нейросфери, а проліферували, утворювали колонії і на 
6-у добу культивування розподілялися рівномірно по чашці, форму-
ючи моношар. Така адгезивна культура створює умови для більш рів-
номірного доступу FGF-2 до клітин, що сприяє створенню гомогенної 
популяції недиференційованих прогеніторних клітин.

Таким чином, запропонований протокол дозволяє отримати очи-
щену адгезивну культуру фетальних нейральних прогеніторів з гіпо-
кампа миші.
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Рис. 1. Конфокальна 
мікрофотографія культури 
нейральних прогеніторів. 
Більшість клітин 
імунопозитивні 
на нестин (зелений колір). 
Ядра контрастовані 
Hoechst 33342 (синій 
колір). Шкала – 20 мкм.
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