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Корисна модель належить до ветеринарної медицини, вірусології, діагностики, біотехнології 
та може бути використана при детекції вірусів, збудників інфекцій як холоднокровних тварин, 
так і інфекцій, спільних для людей та теплокровних тварин, що сприятиме розробці заходів 
переривання епізоотичного та епідеміологічного процесів та можлива для застосування при 
тестуванні різних лікарських засобів. 5 

Пошук ефективних біологічних систем, чутливих до збудників вірусних інфекцій - один із 
шляхів успішного виявлення небезпечних патогенів, що можуть викликати вірусні захворювання 
у людей і тварин. З одного боку, це сприятиме створенню ефективних діагностичних тестів, з 
іншого боку - отриманню врожаю вірусів, достатнього для вивчення їх біологічних та 
молекулярно-генетичних характеристик та виявлення відмінностей і особливостей реплікації, 10 
інфекційних властивостей і встановленні можливості їх застосування у розробці нових 
біотехнологій для використання у вакцинології при створенні нових ефективних профілактичних 
та лікувальних заходів проти вірусних інфекцій людей та тварин. 

Культури клітин - одна із біологічних систем, яку застосують у вірусологічній практиці, що 
дозволяє проводити успішну роботу з виділення вірусів-збудників захворювань, діагностики, а 15 
також для накопичення значної вірусної маси при виготовленні вакцин і діагностичних 
препаратів. 

Це особливо стосується застосування первинно-трипсинізованих культур клітин, вважаючи 
на їх доступність і високу чутливість до вірусів, особливо до польових ізолятів. В зв'язку з тим, 
що в інфекційній патології тварин значне місце займають вірусні захворювання, важливим є 20 
розширення, для отримання культур клітин, діапазону тканин тваринного походження. 

Завдяки культивуванню клітин можливості досліджень і діагностики розширюються майже 
безмежно, так як є можливість оцінки не тільки морфологічних і біохімічних змін, але і змін в 
поведінці клітин, їх реакції на різні агенти, в тому числі і на лікарські препарати. Клітинні лінії 
застосовують для тестування і вивчення механізму дій різних речовин, які можуть бути 25 
використані як лікарські препарати, детергентів, косметичних засобів, інсектицидів, 
консервантів. Результати, отримані на культурах клітин не можна екстраполювати на цілий 
організм, але якщо результати відтворюються у декількох лініях культивованих клітин, то слід 
чекати ефекту і на весь організм. 

Теоретично любі клітини можуть бути введені у культуру та слугувати засобом та об'єктом у 30 
багатьох медико-біологічних дослідженнях. Але, практично не завжди можливо отримати 
клітини, що ростуть у культурі. Це залежить від багатьох факторів. В тому числі і від 
осмотичного тиску, який у теплокровних та холоднокровних тварин різний, від вимог до 
поживних речовин у середовищі, факторів росту і т. ін. В основному відомо з наукової 
літератури про отримання культур клітин теплокровних тварин, методики для яких розроблені і 35 
застосовуються. 

Вірусні хвороби, якими хворіють холоднокровні тварини та переносниками або 
резервуарами яких вони можуть бути - є майже недослідженим та актуальним питанням, що 
ставить сьогодення перед сучасною вірусологією. Дослідження вірусів рептилій - порівняно 
новий напрямок науки, що почав швидко розвиватись упродовж кількох останніх десятиріч[1-6]. 40 
На сьогоднішній день відомо, що представники усіх класів рептилій можуть бути проміжними 
господарями або резервуарами небезпечних патогенів [7, 6]. Від цих тварин було виділено та 
описано велику кількість вірусів [2, 4, 5, 6]. Серед них представники родин арбовірусів, 
тогавірусів, аденовірусів, герпесвірусів та флавівірусів, які можуть інфікувати людей та інших 
ссавців, а також птахів [3, 4, 6, 8, 22, 23]. Багато досліджень свідчать, що арбовіруси володіють 45 
величезним патогенним потенціалом. У останні 20-30 років під впливом демографічних, 
соціально-економічних та екологічних факторів склалась унікальна сукупність умов, які, як 
ніколи раніше, сприяли підсиленню епідемічного потенціалу цілого ряду арбовірусів (вірусу 
жовтої лихоманки, лихоманок Західного Нілу, Денге, Чикунгунья), а також їх розповсюдженню на 
території, де вони раніше не зустрічались і де виникають інтенсивні епідемії [1, 9, 35, 36]. 50 
Науково доведено, що найрізноманітніші представники родини арбовірусів можуть інфікувати 
будь-які види рептилій [6]. Вплив певної температури може призводити до розвитку віремії у цих 
тварин. Останні дослідження демонструють, що деякі арбовіруси персистують в організмі 
рептилій взимку. Це фактор, який може відігравати значну роль у епідеміології інфекцій, 
викликаних цими та іншими вірусами [3, 7, 9, 10]. Дослідження, проведені вченими декількох 55 
університетів штату Алабама, свідчать, що холоднокровні хребетні можуть слугувати 
резервуарними господарями вірусу східного енцефаломіеліту коней (Eastern equine 
encephalomyelitis (ЕЕЕ)), вірусу японського енцефаліту та ін. [6, 7, 11]. 

Також від рептилій ізолювали і Ranavirus наприкінці 90-х років ХХ ст. На даний час 
ранавірусна інфекція серед амфібій набула загрозливого масштабу та занесена до списку МЕБ 60 
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[19]. У 2005 р. групою Marschang [17, 18] від цвіркунів та рептилій було виділено генетично 
ідентичні штами ірідовірусів (Iridoviridae). Представники родини Adenoviridae, що викликають 
захворювання у птахів та ссавців, описані, також у рептилій і найбільш вірогідно, філогенетично 
походять від рептилій [12-15]. Крім того, є повідомлення про виділення рабдовірусів від 
австралійських ящірок. Ці віруси реплікувались в клітинних лініях рептилій [10], амфібій, але 5 
розмножувались краще в культурах клітин ссавців. 

Згідно з останніми дослідженнями дедалі частішають випадки ураження аденовірусами 
неспецифічних господарів [10, 14]. 

Інтерес до збудників, що можуть інфікувати як холоднокровних, так і теплокровних 
господарів, зосереджений переважним чином на ролі рептилій у епідеміології захворювань, 10 
викликаних даними родинами вірусів. Також слід зазначити важливість дослідження вірусних 
захворювань рептилій для ветеринарних спеціалістів, які лікують таких пацієнтів, для 
населення, яке тримає вдома цих тварин, а також з наукової точки зору при дослідженні 
таксономічної приналежності та при вивченні еволюції вірусів. 

В Україні питання дослідження вірусних хвороб, якими можуть хворіти чи бути 15 
переносниками рептилії, не вивчене, так як і немає клітинних ліній рептилій для досліджень та 
виділення вірусів від таких холоднокровних тварин. Але, як відомо, для успішних вірусологічних 
досліджень з виявлення та надійної ідентифікації необхідні чутливі культури клітин до збудника. 
Такими клітинами можуть бути як первинні культури клітин різних тканин холоднокровних 
тварин (в тому числі і рептилій), так і субкультури та їх перещеплювані лінії клітин. 20 

У світі в науковій літературі є повідомлення про культури клітин рептилій, які 
застосовувались з різною метою, наприклад для астронавтики, при вивченні процесів старіння 
астронавтів при польотах на далекі відстані у Всесвіті та при дослідженні відновлювальних 
процесів тканин [24, 25] 

Були повідомлення про успішне культивування меланомакрофагів, гепатоцитів та 25 
фібробластів, отриманих від черепах [26, 27]. Фібробласти отримували від молодих та старих 
мулових жовтих черепах (Kinosternon flavescens), від споріднених короткоживучих видів черепах 
та від коробчастої мальованої (прикрашеної) {Terrapene ornata) і від (Chelydra serpentine) - двох 
довго живучих черепах. Фібробласти від черепах видів Kinosternon, Chelydra, Terrapene та 
розмальованої північноамериканської черепахи (Chrysemys picta) з природніх популяцій 30 
досліджував Хрістіансен [28], починаючи з 1973 р. 

Також відомо з літературних джерел про методику одержання клітинних ліній із шкіри 
черепах, взятої при біопсії з ноги або хвоста [29, 30]. Незважаючи на окремі повідомлення про 
культури клітин рептилій [31-34], вони описували виведення культур від інших видів тварин та і з 
інших органів, та із застосуванням інших реагентів і методик, що відрізняє наші дослідження від 35 
аналогів. 

Крім того, процес отримання первинних культур клітин у наших дослідженнях відрізняється 
від аналогів цілим рядом методологічних прийомів як за методом отримання клітин із органів 
холоднокровних тварин, так і підготовки культурального посуду, прописом культурального 
середовища. 40 

Оскільки виділення та дослідження вірусів рептилій було обмежене тим, що бракувало 
культур клітин, в яких можливо було б культивувати збудники вірусних хвороб, як найближчий 
аналог вирано повідомлення, опубліковане у 2012 році, про отримання первинної культури 
клітин з м'якої оболонки ембріонів черепах [25]. Так, в аналогу, дослідники обрали як донорів 
первинних клітин черепах виду Pelodiscus sinensis. Вони застосовували середовище L-15 з 45 
додаванням антибіотиків (10,000 ОД/см3 пеніциліну і 10,000 мг/см3 стрептоміцину). Проводили 
десятиразове фільтрування через нейлонові фільтри після двохвилинної обробки 0,25 % 
розчину трипсину. Гомогенат центрифугували при 18 g протягом 3 хвилин. Інкубували клітини у 
Т-25 флаконах та у 24-луночних планшетах за умови 5 % CO2 (інкубатора) та при + 25 °C. 
Автори обрали три середовища як оптимальні для росту клітин при + 37 °C: MEM, L-15, RPMI 50 
1640, з додаванням 10 % фетальної сироватки ВРХ. Посівна концентрація 1 × 10000 клітин/см3. 

Задачею запропонованої корисної моделі є створення способу отримання первинних 
культур клітин хребетних холоднокровних тварин для виведення нових біологічних систем, 
чутливих до збудників, придатних для виділення вірусів холоднокровних тварин (в т.ч. рептилій) 
та тих, що вражають і теплокровних. 55 

Поставлена задача вирішується тим, що спосіб отримання первинних культур клітин 
хребетних холоднокровних тварин включає відбір органів (донорів клітин) дорослих рептилій, 
використання культуральних середовищ 199 та ДМЕМ у співвідношенні 1:1, попередню обробку 
культурального посуду шляхом додавання сироватки ВРХ, проведення триразової трипсинізації 
без фільтрування гомогенату клітин, вирощування клітин за умови витримування в термостаті. 60 
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У дослідженнях використані: 
Холоднокровні хребетні тварини: 
1. Хамелеон пантеровий (Furcifer pardalis) - один з найбільш розповсюджених видів, що 

утримується як домашній улюбленець, але, зазвичай, завозиться нелегально. 
2. Ящірка прудка (Lacerta agilis) - типовий представник української герпетофауни, широко 5 

розповсюджена по усій території Європи. 
3. Черепаха середньоазійська (Testud horsfieldii) - один з найбільш розповсюджених 

домашніх улюбленців, імпортується на територію України з країн Середньої Азії. 
З пантерового хамелеона одержано клітини нирок, серця, яйцеводів, яєчників. З ящірки 

прудкої - клітини серця, нирок, яєчників, тестикулів. З черепахи середньоазійської отримали 10 
клітини серця, легенів. 

Поживні середовища і розчини. 
Оскільки клітини в умовах життя in vitro виходять із під впливу нейрогуморальної регуляції 

організму, вони дуже чутливі до несприятливих факторів зовнішнього середовища, потребують 
дотримання суворої асептики і забезпечення стерильних умов, вимогливі до складу і якості 15 
поживного середовища, не переносять присутності в ньому токсичних речовин, чутливі до зміни 
рН, температурного режиму тощо. 

Для вирощування клітин в культурі застосовують спеціальні поживні середовища і 
збалансовані сольові розчини, щоб після вивільнення клітин із тканин чи організму і розміщення 
їх у культуру культуральне середовище забезпечувало всі зовнішні умови, які клітини мали в 20 
системі in vivo. Це забезпечує виживання клітин, їх проліферацію і диференціювання. За 
кількістю та якістю компонентів поживні середовища значно різняться між собою. Гарними 
ростовими якостями володіють середовища, які вміщують всі необхідні компоненти, весь спектр 
поживних речовин для росту та виживання клітин. При використанні як підтримуючого 
середовища для первинних клітин застосовують середовища без добавок, а з додаванням 25 
сироватки - як ростове середовище для клітин, що розмножуються. 

Оскільки нормальне функціонування культури клітин тварин висуває певні вимоги до рідких 
поживних середовищ, а також до газоподібної (концентрації газів) та твердої фази (поверхні 
субстрата), ми відпрацювали ці етапи при отриманні нових первинно-трипсинізованих культур 
клітин холоднокровних тварин. 30 

Так, нами встановлено, що найкращими середовищами для ведення культур клітин 
холоднокровних тварин є стандартні середовища (але у певних пропорціях): середовище 199 та 
DMEM. Середовище 199 (рН 7,2-7,4) - багатокомпонентне середовище, яке широко 
застосовують для культивування первинно-трипсинізованих і перещеплюваних культур клітин 
теплокровних тварин та ссавців. Як відомо, середовище 199 розроблене у 1950 році. 35 

Середовище Дульбекко DME або DMEM (подвійна модифікація середовища Ігла). 
Використовується для культивування клітин різних типів, в тому числі нетрансформованих 
клітин. Воно є основою для без сироваткових середовищ, вміщує подвійну концентрацію 
амінокислот, гліцерин, серин, піруват, залізо. 

Для оптимального росту клітин ми додавали до середовища фетальну (ембріональну) 40 
сироватку ВРХ. 

Як відомо, до головних функцій сироватки належать: забезпечення гормональними 
факторами, що стимулюють ріст клітин і їх функції; забезпечення факторами прикріплення і 
розпластування клітин; забезпечення транспортними білками, що переносять гормони, 
мінеральні речовини, ліпіди, тощо. Один і той же тип клітин може бути стимульованим різними 45 
ростовими факторами. 

Нами встановлено, що оптимальний склад культурального середовища для вирощування 
первинно-трипсинізованих культур клітин хребетних холоднокровних тварин є: суміш 
середовищ DMEM та 199 у пропорції 1:1 (виробник "Біо Тест Лабораторія", Україна), з 
додаванням 0,04 мг/мл гентаміцину сульфату (виробника "ПАТ Артеріум", Україна) та 20 % 50 
ембріональної сироватки ВРХ (виробник "Sigma Chemical Co., USA"), прогрітої при + 56 °C 
протягом 1 години. 

Використані нами поживні середовища, сольові розчини і сироватка великої рогатої худоби, 
які застосовували для культивування клітин були перевірені на стерильність, були прозорими і 
без осаду, не виявляли токсичного ефекту. 55 

Відомо, що багато тваринних клітин, перш ніж розпочати проліферацію і утворювати 
клітинний моношар, повинні прикріпитись до субстрату і розпластатись на ньому. В зв'язку із 
цим постає питання про підходящий матеріал культурального посуду. Як субстрат 
використовують декілька матеріалів. Наприклад, скло та пластик. Але, відомо, що деякі види 
скла, наприклад натрійсилікатне скло, можуть залужнювати середовище і його необхідно 60 
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спеціально обробляти. Такою обробкою є кип'ятіння в розчині слабкої кислоти перед 
застосуванням. Але, з кожним використанням придатність такого скла падає. Іншим субстратом, 
на якому вирощують культури клітин є пластик. Частіше за все використовують пластик з 
полістиролу, полікарбонату, полівінілхлориду, тефлону та інші. 

Клітини прикріплюються до культурального посуду за рахунок електростатичних взаємодій, 5 
тому їх поверхня має бути змоченою та від'ємно зарядженою. Цього можливо досягти хімічною 
обробкою закислюючими агентами чи фізичним впливом (високовольтним зарядом, 
ультрафіолетовим світлом, бомбардуванням високоенергетичними електронами). 

Як субстрат для вирощування клітинних ліній був використаний скляний та пластиковий 
стерильний культуральний посуд (у двох варіантах - попередньо оброблений та необроблений): 10 

- пластикові (полістиролові) культуральні флакони Т-25 (виробника "Sarstedt", Німеччина); 
- скляні культуральні матраси Т-25 (ємністю 50 мл, українського виробника). 
Для покращення якості субстрату для прикріплення та вирощування клітин, нами 

застосований методологічний прийом передобробки культурального посуду. Він заключався в 
тому, що цю обробку (підготовку посуду) здійснювали шляхом додавання у культуральний посуд 15 
інактивованої сироватки крові ВРХ (виробник "Біо Тест Лабораторія", Україна), яку витримували 
в ньому впродовж двох тижнів перед посівом клітин за температури +4 °C. 

Заявлений спосіб одержання клітинних ліній реалізували наступним чином. 
Для отримання клітинної суспензії відбирали внутрішні органи без видимих патанатомічних 

змін, вміщували у стерильну чашку Петрі, подрібнювали скальпелем на шматочки 3-4 мм
3
. 20 

Подрібнену тканину тричі відмивали до якомога більш повного знекровлення р-ном Хенксу з 
додаванням 0,08 мг/см

3
 гентаміцину сульфату, після чого переносили у стерильну колбу з 

магнітиком для трипсинізації. У колбу з шматочками тканини додавали 0,25 % розчин трипсину з 
протеолітичною активністю в межах 65-80 ОД, підігрітий до температури +32-37 °C у такій 
кількості, щоб тканина була покрита рідиною на 1,5-2,0 см та ставили на магнітну мішалку. При 25 
отриманні первинно-трипсинізованих культур клітин холоднокровних тварин нами відпрацьовані 
наступні режими трипсинізації: холодова (за температури +4 °C протягом 16-18 год.) і теплова 
(за температури +37 °C. Цикл трипсинізації повторювали не менше 3-х разів, кожні 15-30 хв., 
зливаючи клітинну суспензію у стерильний флакон та додаючи до тканини свіжий розчин 
трипсину). Тканини рептилій з невідомих причин важко піддаються трипсинізації (при 30 
застосуванні обох її методів). Досить тривалий час (20 хв. та більше) необхідний для отримання 
клітинної суспензії з тканин під час трипсинізації. Кращі результати виявлені при застосуванні 
теплової трипсинізаціїї (при +37 °C, на середніх обертах мішалки, щоб не допускати 
піноутворення). Для ослаблення пошкоджуючого впливу трипсину у порції клітинної суспензії, 
що зливають, додають до 1/2 за об'ємом повного ростового середовища. Отриману клітинну 35 
суспензію необхідно центрифугувати при 100g (протягом 5 хв.), надосадову рідину відбирати, 
отриманий осад ресуспендувати у повному поживному середовищі. Враховуючи невелику 
кількість тканини, що піддається трипсинізації, фільтрування відібраної суспензії клітин не 
проводити. Відбирати пробу для проведення підрахунку клітин у камері Горяєва за 
загальноприйнятою методикою. Посівна концентрація клітин становить приблизно 10

6
 кл/см

3
, 40 

яку розливають у культуральні флакони по 7-10 см
3
 у кожен та інкубують. Як ростове 

середовище необхідно використовувати середовище ДМЕМ та 199 у співвідношенні 1:1 з 
додаванням 20 % фетальної сироватки крові великої рогатої худоби. 

Первинні культури клітин інкубували у термостаті (не у СО2 інкубаторі) за різних варіантів 
температур: +28 °C, +30 °C, +35 °C+37 °C. 45 

На другу добу після отримання клітинних ліній (трипсинізаціі) у всіх матрасах проводили 
заміну середовища. Середовище, з суспензією клітин, що не прикріпились до субстрату зливали 
у центрифужні пробірки, осаджували при 100 g, надосадову рідину використовували як 
кондиціоноване середовище, клітини, що залишились ресуспендували у розчині трипсину 
0,25 % впродовж 3-5 хв. Після чого ресуспендували у повному поживному середовищі і висівали 50 
у нові матраси. 

В перші кілька діб після отримання (при +35 та +37 °C) у матрасах спостерігаються острівці 
росту клітин різної морфології в одному матрасі. Здебільшого це були клітини, що можна було 
охарактеризувати як фібробласто- або епітеліоподібні, з рівними краями, прозорі, без включень 
чи вакуолізації. При інкубуванні через 2-3 тижні у матрасах почали переважати клітини певної 55 
морфології: дуже дрібні фібробластоподібні. За первинними культурами вели тривале (біля 5 
місяців) спостереження. 

Впродовж декількох перших місяців культивування не проводили пасажів отриманих культур 
клітин, а лише заміну середовища (за ступенем його закислення) на свіже: один раз на три 
тижні. При інкубуванні культур було відмічено зміну морфології клітин моношару в окремому 60 
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культуральному посуді: в одних стали переважати епітеліоподібні клітини, в інших з'явились 
острівці фібробластоподібних клітин. 

Початок експоненціального росту було зафіксовано з третього по п'ятий тижні. Моношар у 
матрасах утворювався на 1-3 місяць культивування за температури +35 - +37 °C, та майже на 4 
місяць за температури +30 °C. 5 

Клітинні лінії від середньоазійської черепахи та ящірки прудкої росли однаково як за +35 °C, 
так і за +37 °C і лише трохи повільніше за +30 °C. Моношар клітин, що утворювався, був дуже 
щільним з орієнтованими зонами росту уніморфних фібробластоподібних клітин, межі між якими 
майже не видно. 

У підготовленому - обробленому попередньо (за запропонованим способом) 10 
культуральному посуді кількість клітин, що прикріпилась та дала острівці росту, була приблизно 
на 40 % більшою, ніж при використанні не підготовленого за нашою методикою посуді. 

У скляному необробленому (за запропонованим способом) посуді клітини прикріплювались 
та росли краще, ніж у пластиковому необробленому посуді. При цьому у пластикових матрасах 
середовище дуже швидко залужнювалось, у порівнянні зі скляним культуральним посудом. 15 

Час утворення моношару за однакових умов культивування суттєво відрізнявся у різних 
клітинних лініях. Найшвидший ріст спостерігався у клітинних лінях, отриманих з легень та серця 
усіх видів тварин, у підготовлених (оброблених за нашою методикою) матрасах за температури 
+35-37 °C. Найповільніший ріст за цих умов - у клітинних лініях тестикулів та яєчників від усіх 
трьох видів тварин. Первинна культура клітин, отримана з нирок та тестикулів ящірок прутких 20 
переживає при +28 °C до 16 діб. 

Таким чином, встановлено, що за запропонованим способом, оптимальними умовами 
отримання та культивування первинних клітинних клітин холоднокровних тварин визначено 
наступні: температурний режим за +35-+37 °C, склад культурального середовища: DMEM та 199 
у співвідношенні 1:1 (виробника "Біо Тест Лабораторія", Україна) із додаванням 10 % фетальної 25 
сироватки ВРХ (виробника фірми "Sigma Chemical Co., USA"); за використання культурального 
скляного посуду, попередньо підготовленого за нашою методикою (шляхом витримування у 
ньому інактивованої сироватки крові ВРХ (виробника "Біо Тест Лабораторія", Україна) впродовж 
двох тижнів перед посівом клітин за температури +4 °C). 

Спосіб отримання первинних культур може бути застосований для будь-яких видів 30 
холоднокровних хребетних тварин. Дані клітинні лінії можуть слугувати джерелом матеріалу для 
досліджень у галузях вірусології, генетики, еволюції та інших видів досліджень. 

Запропонований спосіб отримання первинно-трипсинізованих клітин холоднокровних 
хребетних тварин відрізняється від аналога низкою відмінностей. По-перше, видом вибраних 
тварин-донорів для отримання клітин (в нашому способі - Хамелеон пантеровий (Furcifer 35 
pardalis), Ящірка прудка (Lacerta agilis), Черепаха середньоазійська (Testud horsfieldii), а не 
черепах виду Pelodiscus sinensis, як в аналогу. По-друге, видом тканин, які вибрані як донори 
клітин: в аналозі вибраний ембріон черепахи (причому, клітини з м»якої оболонки). У 
запропнованому способі використовують як донорів органи дорослих тварин (нирки, серце, 
легені, тести кули, яєчники і т. ін.). По-третє: в запропонованому способі встановлено, що 40 
оптимальним ростовим середовищем є комбінація середовищ 199 та ДМЕМ у пропорції 1:1, а в 
аналогу інші середовища - MEM, L-15, RPMI 1640. По-четверте: встановлено, що оптимальним 
є застосування антибіотику гентаміцину сульфату, а не суміші пеніциліну із стрептоміцином, як 
запропоновано в аналозі. По-п'яте, в запропонованому способі використовують трикратний цикл 
трипсинізації без фільтрування гомогенату клітин, а в аналозі застосована десятиразова 45 
обробка розчином трипсину з подальшим фільтруванням через нейлонові фільтри. 
Застосування запропонованих наших способів трипсинізації (холодової та теплової) економить 
час проведення процедур та призводить до економії (за рахунок відсутності застосування 
десяти нейлонових фільтрів (на одну культуру клітин) для фільтрації гомогенату клітин). По-
шосте, в аналозі і в наших дослідженнях застосовані різні режими центрифугування отриманого 50 
кінцевого гомогенату клітин. По-сьоме, в нашому способі використана для покращення якостей 
матриксу для прикріплення клітин, проведення попередньої обробки культурального посуду 
шляхом додавання у нього до посіву клітин інактивованої ситроватки ВРХ з подальшим 
двотижневим витримуванням при +4 °C. Цей прийом дозволив покращити до 40 % здатність 
клітин до прикріплення до субстрату та підвищити їх ростові властивості. Таким чином, 55 
запропонований прийом щодо попередньої обробки посуду дозволяє використовувати для 
культивування клітин не тільки пластиковий, а і скляний посуд, що при наявності в лабораторіях 
скляного багаторазового культурального посуду дозволяє економити кошти за рахунок не 
придбання пластикового одноразового посуду. По-восьме, застосовано спосіб культивування 
клітин із застосуванням термостату, а не СО2-інкубатора, що дозволило використовувати як 60 



UA   91485   U 

6 

пластиковий, так і скляний культуральний посуд. Крім того, це здешевлює процес 
культивування, оскільки не потребує дорогого обладнання, як СО2-інкубатор, а також 
призводить до ще однієї економії - не потребує затрат на використання та постійну заміну СО2, 
а також тому і не потребує балонів для СО2. По-дев'яте: оптимальна температура 
культивування +25 °C в інкубаторі. При дотриманні запропонованої технології у способі 5 
температурний режим може бути іншим, при якому клітини добре культивуються. 

Таким чином, запропонований спосіб отримання первинно-трипсинізованих культур клітин 
холоднокровних хребетних тварин має ряд переваг перед аналогами, від яких відрізняється 
щонайменше за дев'ятьма відмінностями. 
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ФОРМУЛА КОРИСНОЇ МОДЕЛІ 

  
Спосіб отримання первинних культур клітин холоднокровних хребетних тварин, що включає 45 
відбір органів (донорів клітин) дорослих рептилій, використання культуральних середовищ 199 
та ДМЕМ у співвідношенні 1:1, попередню обробку культурального посуду шляхом додавання 
сироватки ВРХ, проведення триразової трипсинізації без фільтрування гомогенату клітин, 
вирощування клітин за умови витримування у термостаті. 
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