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(72) ГОЛЬЦЕВ АНАТОЛІЙ МИКОЛАЙОВИЧ, ЛУ-
ЦЕНКО ОЛЕНА ДМИТРІВНА, ДУБРАВА ТЕТЯНА 
ГЕОРГІЇВНА, САФРАНЧУК ОЛЬГА ВОЛОДИМИРІ-
ВНА, ПОРОЖАН ЄВГЕНІЯ ОЛЕКСАНДРІВНА, БО-
НДАРОВИЧ МИКОЛА ОЛЕКСАНДРОВИЧ, ДІМІТ-
РОВ ОЛЕКСІЙ ЮРІЙОВИЧ, ЧЕЛОМБІТЬКО ОЛЬГА 
ВАСИЛІВНА, ОСТАНКОВ МАКСИМ ВАДИМОВИЧ, 
РАССОХА ІРИНА ВІКТОРІВНА, СІРОУС МАРИНА 
АНАТОЛІЇВНА 

(73) ІНСТИТУТ ПРОБЛЕМ КРІОБІОЛОГІЇ І КРІО-
МЕДИЦИНИ НАЦІОНАЛЬНОЇ АКАДЕМІЇ НАУК 
УКРАЇНИ 
(57) Спосіб оцінки стану імунокомпетентної сфери 
організму, що включає визначення методом про-
точної цитофлюориметрії середньої інтенсивності 
флюоресценції (СІФ) та кількості світних клітин з 
визначеним фенотипом, який відрізняється тим, 
що на основі цих показників розраховують сумар-
ний показник світіння (СПС) абсолютної кількості 
світних клітин (АКСК) в органі або периферичній 
крові за формулою: СПС=АКСК×СІФ і, порівнюючи 
цей показник з прийнятим за норму, роблять ви-
сновок про стан імунокомпетентної сфери організ-
му. 

 

 
Корисна модель належить до галузі експери-

ментальної медицини і може бути використана при 
розробці методів впливу на імунний статус. 

Відомий спосіб оцінки стану імунокомпетентної 
сфери організму методом полімеразної ланцюго-
вої реакції, який ґрунтується на виявленні нуклеї-
нових кислот [1]. 

Відомий спосіб оцінки стану імунокомпетентної 
сфери організму методом імуноферментного ана-
лізу, в основі якого лежить принцип взаємодії іму-
носорбента - антигена з антитілами, які необхідно 
виявити [2]. 

Відомий спосіб оцінки стану імунокомпетентної 
сфери організму методом імуноблотингу, який 
дозволяє виявляти антигени й антитіла [3]. 

Відомий спосіб оцінки стану імунокомпетентної 
сфери організму, в основі якого лежить здатність 
комплементу, багатофункціонального білкового 
фактора сироватки теплокровних тварин, зв'язува-
тися з комплексом антиген-антитіло [4]. 

Відомий спосіб оцінки стану імунокомпетентної 
сфери організму за допомогою реакції непрямої 
гемаглютинації, яка заснована на здатності ерит-
роцитів, на поверхні яких попередньо адсорбовані 
антигени або антитіла, аглютинуватися в присут-
ності гомологічних сироваток або відповідних ан-
тигенів [5]. 

Загальним недоліком усіх цих способів є те, 
що жоден з них не може самостійно бути викорис-

таний для об'єктивної оцінки стану імунокомпетен-
тної сфери організму. Щоб одержати повну харак-
теристику про стан імунокомпетентної сфери ор-
ганізму необхідно застосовувати кілька способів, 
що робить оцінку стану імунокомпетентної сфери 
досить трудомісткою, складною і дорогою. 

Найближчим до заявленого є спосіб оцінки 
стану імунокомпетентної сфери організму методом 
проточної цитофлюориметрії [6]. Спосіб полягає в 
наступному. У тварин беруть зразки крові, вносять 
відповідну кількість моноклональних антитіл (МАТ) 
та інкубують впродовж 20 хвилин. До кожного зра-
зка додають по 1мл лізіруюче-фіксуючого розчину і 
витримують 15 хвилин при кімнатній температурі. 
Далі центрифугують, надосадову рідину відбира-
ють, а клітинний осад розводять у 0,5мл ізотоніч-
ного розчину. Аналіз флюоресценції здійснюють 
на проточному лазерному цитофлюориметрі Facs 
Calibur з використанням програмного забезпечен-
ня Cell Quest. Реєструють середню інтенсивність 
флюоресценції (СІФ) та відсоток світних клітин з 
визначеним фенотипом. На підставі порівняння 
кожного з цих показників з нормою роблять висно-
вок щодо стану імунокомпетентної сфери організ-
му. 

Основним недоліком цього способу є його не-
об'єктивність. Це пояснюється тим, що окремі по-
казники не можуть дати повну інформацію, що 
відображує функціональний потенціал всього ор-
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гана або периферичної крові. Тому складно ком-
плексно оцінити стан імунокомпетентної сфери, 
яка є показником імунного статусу організму. Крім 
того, може виникнути ситуація, коли один з показ-
ників відповідає нормальним значенням, а інший 
істотно відрізняється від норми. Тоді потрібні до-
даткові методи дослідження. 

В основу корисної моделі поставлена задача 
удосконалити відомий спосіб оцінки стану імуно-
компетентної сфери організму шляхом введення 
інтегрального показника, і таким чином підвищити 
його об'єктивність. 

Ця задача вирішується тим, що, у способі оці-
нки стану імунокомпетентної сфери, який включає 
визначення методом проточної цитофлюориметрії 
СІФ та кількості світних клітин з визначеним фено-
типом, відповідно до корисної моделі, на основі 
цих показників розраховують сумарний показник 
світіння (СПС) абсолютної кількості світних клітин 
(АКСК) в органі або периферичній крові за форму-
лою: 

СПС=АКСК×СІФ, і, порівнюючи цей показник з 
прийнятим за норму, роблять висновок про стан 
імунокомпетентної сфери. 

Спосіб, що заявляється, забезпечує можли-
вість об'єктивної оцінки функціонального стану 
імунокомпетентної сфери всього органа або пе-
риферичної крові по одному інтегральному показ-
нику і не вимагає використання додаткових мето-
дів дослідження для характеристики імунного 
статусу. 

Спосіб здійснюють таким чином: 
В органі або периферичній крові методом про-

точної цитофлюориметрії визначають СІФ та від-
соток клітин з визначеним фенотипом і перерахо-
вують на АКСК. Інтегральний показник 
розраховують за формулою: СПС=АКСК×СІФ. 
СПС порівнюють зі значеннями, прийнятими за 
норму й оцінюють стан імунокомпетентної сфери. 

Спосіб пояснюється наступними прикладами. 
Приклад 1. 
Стан імунокомпетентної сфери оцінювали у 

здорових лабораторних білих пацюків і тварин з 
експериментальним алергійним енцефаломієлітом 
(ЕАЕ). Для цього досліджували клітинну суспензію 
тимуса пацюків у нормі та при патології. Методом 
проточної цитофлюориметрії визначали клітини з 
фенотипом CD3, використовуючи МАТ до цього 
маркера. Після інкубації клітин тимуса з МАТ про-
тягом 30 хвилин при 37°С, їх відмивали в 100мкл 
середовища Хенкса. До осаду додавали 500мкл 
середовища Хенкса. Клітини аналізували на про-
точному цитофлюориметрі з використанням про-
грами Cell Quest. Реєстрували СІФ та відсоток сві-
тних клітин з маркером CD3 (Табл. 1). Отримані 
результати показників тварин з ЕАЕ достовірно не 
відрізнялись від здорових. Але при даній патології 
це неможливо. Після перерахування відсотка клі-
тин тимуса здорових тварин на АКСК і помножен-
ня на показник СІФ (28,26×273=7714,98) був отри-
май СПС. Аналогічним чином розраховували СПС 
для клітин тимуса пацюків з ЕАЕ 
(33,19×281=9326,39), який виявився на 20,9% ви-
ще у порівнянні зі здоровими. На підставі цього 

був зроблений висновок щодо скомпрометованого 
стану імунокомпетентної сфери у пацюків з ЕАЕ. 

Приклад 2. 
У мишей викликали розвиток реакції трансп-

лант проти хазяїна (РТПХ). Оцінювали стан імуно-
компетентної сфери у здорових тварин і з РТПХ. 
Для цього визначали вміст Т-регуляторних клітин з 
фенотипом CD4

+
CD25

+
 у селезінці на проточному 

цитофлуориметрі FACS Calibur, використовуючи 
МАТ за протоколом, подібно прикладу 1. Реєстру-
вали СІФ та відсоток світних клітин, з подвійним 
маркером (Табл.2). Отримані результати відсотка 
клітин були перераховані на АКСК. Було відмічено 
зниження АКСК і підвищення СІФ у тварин з РТПХ 
у порівнянні з аналогічними показниками здорових 
мишей, на основі чого неможливо зробити висно-
вок про стан імунокомпетентної сфери. Розраху-
вали СПС. У тварин з РТПХ 
СПС=17,67×141=2491,47, що на 14% нижче, ніж у 
здорових тварин - СПС=24,36×119=2898,84. Це 
об'єктивно свідчило про розвиток патологічного 
процесу, порушення функціонального стану імуно-
компетентної сфери та відповідало дійсності. 

Приклад 3. 
У периферичній крові здорових білих пацюків 

лінії Wistar і тварин з ішемічним інсультом (II) ви-
значали клітини з фенотипом CD4. Для цього у 
тварин брали зразки крові, додавали МАТ до CD4, 
після 30 хвилин інкубації відмивали в 100 мкл се-
редовища Хенкса, доливали 1 мл лізіруюче-
фіксуючого розчину і витримували 15 хвилин при 
кімнатній температурі. Далі центрифугували, на-
досадову рідину відбирали, а клітинний осад роз-
водили у 0,5мл ізотонічного розчину. Клітини ана-
лізували на проточному цитофлюориметрі з 
використанням програми Cell Quest. Реєстрували 
СІФ та відсоток світних клітин з фенотипом CD4, 
які перераховували на АКСК (Табл. 3). У тварин з 
II ці показники не істотно відрізнялися від аналогі-
чних у здорових тварин, що свідчило про відсут-
ність патології, тобто не відповідало дійсності. 
Об'єктивний висновок про порушення стану імуно-
компетентної сфери у тварин з II був зроблений 
після розрахунку СПС. Він на 7,1% нижче, ніж у 
здорових тварин, що підтвердило наявність пато-
логічного процесу. 

Приклад 4. 
Оцінку зміни стану імунокомпетентної сфери 

мишей з цукровим діабетом (ЦД) проводили до і 
після лікування стовбуровими клітинами кісткового 
мозку і порівнювали отримані результати з показ-
никами здорових тварин. Для цього виділяли се-
лезінку, отримували клітинну суспензію і досліджу-
вали популяцію CD8

+
 клітин. Після інкубації з МАТ 

до CD8 протягом 30 хвилин при 37°С клітини від-
мивали в 100мкл середовища Хенкса. Потім дода-
вали 1мл лізіруюче-фіксуючого розчину і витриму-
вали 15 хвилин при кімнатній температурі. Після 
цього центрифугували, надосадову рідину відби-
рали, а клітинний осад розводили у 0,5мл ізотоніч-
ного розчину. Клітини аналізували на проточному 
цитофлюориметрі з використанням програми Cell 
Quest. Реєстрували СІФ та відсоток світних клітин 
з маркером CD8, який був перерахований на АКСК 
(Табл. 4). При патології АКСК збільшувалося, а 
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після лікування несуттєво знижувалося, протилеж-
ним чином змінювався СІФ. З цих даних важко 
об'єктивно оцінити ефективність застосованої те-
рапії. Був знайдений СПС, який свідчив про те, що 
стан імунокомпетентної сфери істотно змінився 
при ЦЦ, що відповідало дійсності, а застосована 
терапія стовбуровими клітинами кісткового мозку 
покращила цей стан. 

Отже, інтегральний показник СПС у порівнянні 
з окремими показниками СІФ та АКСК враховує 
функціональні зміни, що відбуваються в органі або 
периферичній крові, об'єктивно відображуючи стан 
імунокомпетентної сфери, а отже імунний статус 
організму. 

 
Таблиця 1 

 

Показники CD3
+
 клітин 

в тимусі здорових пацюків і при ЕАЕ 
 

 Здорові тварини Тварини з ЕАЕ 

АКСК 28,26±1,41 33,19±3,52 

СІФ 273±13,65 281±9,1 

СПС 7714,98±19,24 9326,39±32,03 

 
Таблиця 2 

 
Показники CD4

+
CD25

+
 клітин у селезінці здорових ми-

шей і при РТПХ 
 

 Здорові тварини Тварини з РТПХ 

АКСК 24,36±2,1 17,67±2,5 

СІФ 119±11,4 141±10,2 

СПС 2898,84±23,9 2491,47±25,5 

 
Таблиця 3 

 
Показники CD4

+
 клітин 

у периферичній крові здорових пацюків і при II 
 

 Здорові тварини Тварини з II 

АКСК 99,66±13,7 94,63±9,8 

СІФ 227±21,6 222±19,4 

СПС 22622,82±295,9 21007,86±190,1 

 
Таблиця 4 

 
Показники CD8

+
 клітин у 

селезінці здорових пацюків і при ЦД 
 

 
Здорові тва-

рини 
Тварини з ЦД 
до лікування 

Тварини з ЦД 
після лікування 

АКСК 16,59±3,1 42,54±5,3 36,09±4,2 

СІФ 156±13,7 112±11,8 119,58±14,5 

СПС 2588,04±42,5 4764,48±62,5 4315,64±60,9 
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