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(57) Спосіб визначення мітогеніндукованої пролі-
феративної відповіді В-лімфоцитів на вплив акти-
вованих Т-супресорів, що передбачає на першому
етапі взяття крові, її гепаринізацію, виділення лей-
коцитів на градієнті з 16% декстраном, ресуспен-
дування попередньо відмитих лейкоцитів в сере-
довищі для культивування, рознесення суспензії
до двох стерильних пробірок, одна з яких дослід-
на, друга - контрольна, культивування обох проб в
термостаті, причому дослідна пробірка для акти-
вації Т-супресорів культивується з конканава-
ліном А, на другому етапі відмивання лейкоцитів з
дослідної і контрольної пробірок, їх змішування в
рівних пропорціях з лейкоцитами, що досліджу-
ються, інкубування з фітогемаглютиніном,
центрифугування для виділення клітин, виготов-
лення препаратів з осаду, мікроскопіювання з під-

рахунком кількості лімфобластів і порівняння кіль-
кості лімфобластів в препаратах з дослідної і кон-
трольної пробірок, який відрізняється тим,  що
перший етап виконують з кров'ю здорового доно-
ра, на другому етапі конканавалін А-активовані
Т-супресори здорового донора змішують з виділе-
ними лейкоцитами хворого, що обстежується, і
другого здорового донора, після чого операції дру-
гого етапу виконують паралельно на обох пробах,
при мікроскопіюванні порівнюють кількість бласт-
них клітин в препараті з лейкоцитів хворого, що
обстежується, і другого здорового донора, при
цьому, при рівній кількості лімфобластів в обох
препаратах констатують відсутність порушень у
мітогеніндукованій проліферативній відповіді
В-лімфоцитів хворого на вплив активованих Т-
супресорів, при меншій кількості лімфобластів в
препараті лейкоцитів хворого констатують поси-
лення мітогеніндукованої проліферативної відпо-
віді В-лімфоцитів хворого на вплив активованих Т-
супресорів, при більшій кількості лімфобластів
констатують послаблення мітогеніндукованої про-
ліферативної відповіді В-лімфоцитів хворого на
вплив активованих Т-супресорів.

Винахід відноситься до галузі медицини, точ-
ніше до імунології, і призначений для визначення
мітогеніндукованої проліферативної відповіді В-
лімфоцитів на вплив активованих Т-супресорів.

Вивчення регуляції імунологічних процесів в
експерименті і в клініці є актуальною задачею су-
часної імунології. Явище проліферативної відпові-
ді В-лімфоцитів у культурі, яка індукується міто-
генами, давно використовується для визначення
функціональної активності імунокомпетентних клі-
тин [1]. Вплив на проліферативну відповідь В-
лімфоцитів у к ультурі, яка індукується мітогенами,
з боку таких регуляторних субпопуляцій лімфо-
цитів, як Т-супресори, вивчається для уточнення
патогенезу багатьох автоімунних, алергічних, он-
кологічних та інших захворювань [2]. Це дає мож-
ливість оцінити ступінь клінічної активності проце-
су, перебіг захворювання та ефективність
лікування.

Відомі методики дозволяють визначити кіль-
кість регуляторних лімфоцитів Т-супресорів, а та-
кож посилення або послаблення їх функції [3]. Од-
нак при цьому немає можливості з'ясувати наяв-
ність або відсутність змін чутливості проліфе-
руючих В-лімфоцитів до впливу Т-супресорів. На-
явність даних про зміни чутливості проліферуючих
В-лімфоцитів під впливом регуляторних факторів
дозволить достовірно оцінити перебіг хвороби та
адекватність призначеного лікування.

Відомий спосіб (прототип) визначення мітоген-
індукованої проліферативної відповіді В-лімфо-
цитів на вплив активованих Т-супресорів [4], який
складається з двох етапів. На першому етапі шля-
хом венепункції виконують взяття крові у кількості
5 мл, яку відразу ж переносять до стерильної про-
бірки з гепарином, виходячи з пропорції 2,5 мг ге-
парину на 1 мл крові. Для виділення лейкоцитів
гепаринізовану кров змішують за умов стерильно-
сті з 16% декстраном у співвідношенні 1:9 і інкубу-
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ють в термостаті 1 годину при 37°С. Після інкубації
шар плазми, який містить лейкоцити, за допомо-
гою стерильної пастерівської піпетки переносять
до чистої пробірки, де двічі відмивають середови-
щем 199 шляхом центрифугування при 1000 обер-
тів на хвилину протягом 10 хвилин. Відмиті лейко-
цити ресуспендують у невеликій кількості середо-
вища для культивування (2-3 мл). Визначають кі-
лькість клітин в 1 мл суспензії за допомогою каме-
ри Горяєва. Отриману клітинну суспензію розво-
дять середовищем для культивування і розносять
до двох стерильних пробірок, дослідної і контро-
льної. В дослідну пробірку вносять 1 мл середо-
вища для культивування з конканаваліном А (Кон
А)  в концентрації 40  мкг/мл для активації Т-
супресорів; в контрольну пробірку - 1 мл середо-
вища для культивування без стимулятора. Куль-
тивування проводять в термостаті при 37°С протя-
гом 48 годин.

На другому етапі відмивають лейкоцити з до-
слідної і контрольної пробірок, для чого їх центри-
фугують при 1000 обертів на хвилину протягом 10
хвилин, надосадкову рідину зливають, а клітини
відмивають середовищем 199. Відмиті лейкоцити
змішують в середовищі для культивування з авто-
логічними лейкоцитами у співвідношенні 1:1. До
суспензії клітин в дослідній і контрольній пробірках
додають неспецифічний стимулятор бластогенеза
фітогемаглютинін (ФГА) в стандартній мітогенній
концентрації. Наступні 72 години обидві (дослідну і
контрольну) пробірки інкубують в термостаті при
37°С. Після інкубації пробірки центрифугують при
1000 обертів на хвилину на протязі 10 хвилин, на-
досадкову рідину зливають, а з осаду готують пре-
парати, які забарвлюють за Романовським-Гімза.
Мікроскопування препаратів проводять при збіль-
шенні х900 із застосуванням масляної імерсії. І в
препараті з дослідної пробірки, і в препараті з кон-
трольної пробірки підраховують по 300 лімфоїдних
клітин і визначають відсоток лімфобластів.

Порівнюючи кількість лімфобластів в препара-
тах з дослідної і контрольної пробірок, визначають
мітогеніндуковану проліферативну відповідь В-
лімфоцитів на вплив активованих Т-супресорів.
Чим більшою є кількість лімфобластів в препараті
з дослідної пробірки,  тим меншою є активність Т-
супресорів і навпаки.

Недоліком цього способу є неможливість ви-
значення чутливості проліферуючих В-лімфоцитів
до регуляторного впливу активованих Т-супре-
сорів у хворих на автоімунні, алергічні, онкологічні
та деякі інші захворювання через відсутність співс-
тавлення чутливості В-лімфоцитів хворого і здоро-
вого донора до однакового регулюючого фактору з
боку активованих Т-супресорів.

Задача, яка вирішується винаходом, полягає в
об'єктивізації оцінки чутливості В-лімфоцитів хво-
рого, що обстежується, до нормальних активова-
них Т-супресорів шляхом співставлення чутливості
проліферуючих В-лімфоцитів хворого і проліфе-
руючих В-лімфоцитів здорового донора до впливу
активованих Т-супресорів іншого здорового
донора.

Технічним результатом винаходу буде забез-
печення напівкількісної оцінки ступеня порушення
чутливості В-лімфоцитів хворого до нормального
регулюючого фактору з боку активованих Т-супре-

сорів здорового донора, що дозволить з більшою
точністю контролювати перебіг хвороби та визна-
чати необхідність агресивного лікування із засто-
суванням цитостатичних препаратів та/або
пульс-терапії.

Поставлена задача вирішується тим, що у ві-
домому способі визначення мітогеніндукованої
проліферативної відповіді В-лімфоцитів на вплив
активованих Т-супресорів, що передбачає на пер-
шому етапі взяття крові, її гепаринізацію, виділен-
ня лейкоцитів на градієнті з 16% декстраном, ре-
суспендування попередньо відмитих лейкоцитів в
середовищі для культивування, рознесення су-
спензії до двох стерильних пробірок, одна з яких
дослідна, друга - контрольна, культивування обох
проб в термостаті, причому дослідна пробірка для
активації Т-супресорів культивується з конканава-
ліном А, на другому етапі відмивання лейкоцитів з
дослідної і контрольної пробірок, їх змішування в
рівних пропорціях з лейкоцитами, що досліджу-
ються, інкубування з ФГА, центрифугування для
виділення клітин, виготовлення препаратів з оса-
ду, мікроскопіювання з підрахунком кількості лім-
фобластів і порівняння кількості лімфобластів в
препаратах з дослідної і контрольної пробірок,
згідно з винаходом, перший етап виконують з кро-
в'ю здорового донора, на другому етапі Кон А-
активовані Т-супресори здорового донора змішу-
ють з виділеними лейкоцитами хворого, що обсте-
жується, і другого здорового донора, після чого
операції другого етапу виконують паралельно в
обох пробах, при мікроскопіюванні порівнюють
кількість бластних клітин в препараті з лейкоцитів
хворого, що обстежується, і другого здорового
донору, при цьому при рівній кількості лімфо-
бластів в обох препаратах констатують відсутність
порушень у мітогеніндукованій проліферативній
відповіді В-лімфоцитів хворого на вплив активова-
них Т-супресорів, при меншій кількості лімфо-
бластів в препараті лейкоцитів хворого констату-
ють посилення мітогеніндукованої проліфера-
тивної відповіді В-лімфоцитів хворого на вплив
активованих Т-супресорів, при більшій кількості
лімфобластів констатують послаблення мітоген-
індукованої проліферативної відповіді В-лімфо-
цитів хворого на вплив активованих Т-супресорів.

Основною відмінністю запропонованого спо-
собу є те, що замість визначення впливу активо-
ваних Т-супресорів хворого на автологічні В-
лімфоцити визначається різниця в чутливості В-
лімфоцитів хворого, що обстежується, і здорового
донора до нормальних активованих Т-супресорів
іншого здорового донора, що дає можливість об'-
єктивізувати отримані результати. Завдяки такому
порівнянню вперше можна напівкількісно оцінити
стан чутливості В-лімфоцитів хворого до нормаль-
них активованих Т-супресорів, що дозволяє з бі-
льшою точністю контролювати перебіг хвороби та
визначити необхідність агресивного лікування із
застосуванням цитостатичних препаратів та/або
пульс-терапії.

Спосіб здійснюють таким чином. На першому
етапі від здорового донора шляхом венепункції
беруть пробу крові, котру відразу ж переносять до
стерильної пробірки з гепарином, виходячи з про-
порції 2,5 мг гепарину на 1 мл крові. Гепаринізова-
ну кров змішують, за умови стерильності, з 16%
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декстраном у співвідношенні 1:9 і інкубують в тер-
мостаті 1 годину при 37°С для розподілу лейкоци-
тів і еритроцитів. При цьому пробірки витримують
протягом 30 хвилин під кутом 45°, а наступні 30
хвилин вертикально. Після інкубації шар плазми,
який містить лейкоцити, за допомогою стерильної
пастерівської піпетки переносять до чистої пробір-
ки, де двічі відмивають середовищем 199 шляхом
центрифугування при 1000 обертів на хвилину
протягом 10 хвилин.

Під час цунтрифугування у стерильному посуді
готують середовище для культивування. Для цьо-
го до середовища 199 додають 10% ембріональної
телячої сироватки, інактивованої в термостаті при
56°С протягом 30 хвилин, і антибіотики: пеніцилін
(100 ОД/мл) і стрептоміцин (100 мкг/мл).

Відмиті лейкоцити ресуспендують у невеликій
кількості середовища для культивування (2-3 мл).
Визначають кількість клітин в 1  мл суспензії за
допомогою камери Горяєва. Отриману клітинну
суспензію розводять середовищем для культиву-
вання з метою доведення кількості клітин до 2х106

в 1 мл. Розведену суспензію переміщують до двох
стерильних пробірок. Ці дві пробірки, кожна з 1 мл
суспензії клітин 2х106 в 1 мл, помічають як дослід-
ну і контрольну. В дослідну пробірку вносять 1 мл
середовища для культивування з Кон А в концент-
рації 40 мкг/мл для активації Т-супресорів; в конт-
рольну пробірку - 1 мл середовища для культиву-
вання без стимулятора.

Дослідну і контрольну пробірки інкубують в
термостаті при 37°С протягом 48 годин. Через 48
годин дослідну і контрольну пробірки центрифугу-
ють при 1000 обертів на хвилину протягом 10 хви-
лин,  надосадкову рідину зливають,  а клітини від-
мивають середовищем 199.

На другому етапі здійснюють взяття крові від
хворого, що обстежується, і від другого здорового
донора. Кров, отриману через венепункцію, пере-
носять до стерильних пробірок з гепарином, вихо-
дячи з пропорції 2,5 мг гепарину на 1 мл крові.
Гепаринізовану кров хворого і другого здорового
донора окремо змішують за умови стерильності з
16% декстраном у співвідношенні 1:9 і інкубують в
термостаті 1 годину при 37°С для розподілу лей-
коцитів і еритроцитів. При цьому пробірки витри-
мують протягом 30 хвилин під кутом 45°, а наступ-
ні 30 хвилин вертикально. Після інкубації шар пла-
зми, який містить лейкоцити, за допомогою стери-
льної пастерівської піпетки переносять до чистої
пробірки, де двічі відмивають середовищем 199
шляхом центрифугування при 1000 обертів на
хвилину протягом 10 хвилин.

Відмиті лейкоцити ресуспендують у невеликій
кількості середовища для культивування (2-3 мл). І
для клітин хворого, що обстежується, і для клітин
другого здорового донора визначають кількість
клітин в 1 мл суспензії за допомогою камери Горя-
єва. Отримані клітинні суспензії розводять середо-
вищем для культивування з метою доведення кі-
лькості клітин до 2х106 в 1 мл кожної.

Суспензію оброблених на першому етапі клі-
тин з дослідної та контрольної пробірок змішують з
отриманими зразками гепаринізованої крові хворо-
го, що обстежується, і другого здорового донора, у
співвідношенні 1:1. При цьому пробірку з активо-
ваними Т-супресорами першого здорового донора

і лімфоцитами хворого підписують як дослідну,
пробірку з неактивованими Т-супресорами і лім-
фоцитами хворого, що обстежується, підписують
як контроль № 1, пробірку з активованими Т-супре-
сорами першого здорового донора і лімфоцитами
другого здорового донора підписують як контроль
№ 2 і пробірку з неактивованими Т-супресорами
першого здорового донора і лімфоцитами другого
здорового донора підписують як контроль № 3. В
кожну з чотирьох пробірок додають неспецифічний
стимулятор бластогенеза ФГА в стандартній міто-
генній концентрації. Наступні 72 години всі чотири
(дослідна і 3 контрольні) пробірки інкубують в тер-
мостаті при 37°С.

Після інкубації пробірки центрифугують при
1000 обертів на хвилину протягом 10 хвилин, над-
осадкову рідину зливають, а з осаду готують пре-
парати, які забарвлюють за Романовським-Гімза.
Проводять мікроскопування препаратів при збіль-
шенні х900 із застосуванням масляної імерсії. І в
препараті з дослідної пробірки, і в препаратах з
контрольних пробірок підраховують по 300 лімфо-
їдних клітин і визначають відсоток лімфобластів.
Порівнюють кількість бластних клітин в препараті з
лейкоцитів хворого, що обстежується, і другого
здорового донора, при цьому при рівній кількості
лімфобластів в обох препаратах констатують від-
сутність порушень у мітогеніндукованій прол-
феративній відповіді В-лімфоцитів хворого на
вплив активованих Т-супресорів, при меншій кіль-
кості лімфобластів в препараті лейкоцитів хворого
констатують посилення мітогеніндукованої пролі-
феративної відповіді В-лімфоцитів хворого на
вплив активованих Т-супресорів, при більшій кіль-
кості лімфобластів констатують послаблення міто-
геніндукованої проліферативної відповіді В-лімфо-
цитів хворого на вплив активованих Т-супресорів.
Вираженість відмінності в кількості бластних клітин
в препаратах з лейкоцитів хворого і другого здоро-
вого донора напівкількісно свідчить про ступінь
порушень чутливості В-лімфоцитів хворого, що
обстежується, до впливу нормальних активованих
Т-супресорів.

Приклад конкретного втілення.
Хвора Л., 35 років, поступила до київського мі-

ського ревматологічного центру з діагнозом ''Сис-
темний червоний вовчак II ступеня активності з
ураженням нирок, шкіри, плеври і перикарду'' (іс-
торія хвороби № 8676). Для призначення адекват-
ного лікування було вирішено визначити зміни в
чутливості В-лімфоцитів хворої до нормальних
активованих Т-супресорів.

Від здорового донора К., 29 років, шляхом ве-
непункції здійснили взяття 5  мл крові,  яка була
відразу ж перенесена до стерильної пробірки з
12,5 мг гепарину. Гепаринізована кров змішува-
лась за умов стерильності з 16% декстраном у
співвідношенні 1:9 і інкубувалась в термостаті 1
годину при 37°С для розподілу лейкоцитів і ерит-
роцитів. При цьому пробірки витримувались протя-
гом 30 хвилин під кутом 45°, а наступні 30 хвилин
вертикально. Після інкубації шар плазми, який
містив лейкоцити, за допомогою стерильної пасте-
рівської піпетки переносили до чистої пробірки, де
двічі відмивали середовищем 199 шляхом
центрифугування при 1000 обертів на хвилину
протягом 10 хвилин.
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Під час центрифугування у стерильному посу-
ді готувалося середовище для культивування.

Відмиті лейкоцити ресуспендували у невеликій
кількості середовища для культивування (2 мл).
Визначали кількість клітин в 1 мл суспензії за до-
помогою камери Горяєва. Після додавання 3 мл
середовища для культивування кількість клітин в
суспензії довели до 2х106 в 1  мл.  Розведену су-
спензію перемістили до двох стерильних пробірок.
Ці дві пробірки, кожна з 1 мл суспензії клітин 2х106

в 1 мл, помітили як дослідну і контрольну. В дослі-
дну пробірку внесли 1 мл середовища для культи-
вування з 40 мкг Кон А для активації Т-супресорів;
в контрольну пробірку - 1 мл середовища для
культивування без стимулятора. Дослідну і конт-
рольну пробірки інкубували в термостаті при 37°С
протягом 48 годин. Через 48 годин дослідну і конт-
рольну пробірки центрифугували при 1000 обертів
на хвилину протягом 10 хвилин, надосадкову ріди-
ну злили, а клітини відмили середовищем.

На другому етапі здійснили взяття крові від
хворої Л. і від другого здорового донора П., 31 рік.
По 5 мл крові хворої і донора перенесли до стери-
льних пробірок з 12,5 мг гепарину. Гепаринізовану
кров хворої Л. і другого здорового донора змішали
за умови стерильності з 16% декстраном у співвід-
ношенні 1:9 і інкубували в термостаті 1 годину при
37°С для розподілу лейкоцитів і еритроцитів. При
цьому пробірки витримували протягом 30 хвилин
під кутом 45°, а наступні 30 хвилин вертикально.
Після інкубації шар плазми, який містив лейкоцити,
за допомогою стерильної пастерівської піпетки
перенесли до чистої пробірки, де двічі відмили
середовищем 199 шляхом центрифугування при
1000 обертів на хвилину протягом 10 хвилин. Від-
миті лейкоцити ресуспендували у 2 мл середови-
ща для культивування. В кожній пробірці визначи-
ли кількість клітин в 1 мл суспензії шляхом підра-
хунку в камері Горяєва. До обох пробірок додали
середовище, виходячи з пропорції, яка дозволила
довести кількість клітин до 2х106 в 1 мл кожної
суспензії. Суспензію оброблених на першому етапі
клітин з дослідної та контрольної пробірок змішали
з отриманими зразками гепаринізованої крові хво-
рої Л. і другого здорового донора П. у співвідно-
шенні 1:1. При цьому пробірку з активованими Т-
супресорами першого здорового донора К. і лім-
фоцитами хворої Л. помітили як дослідна, пробірку
з неактивованими Т-супресорами і лімфоцитами
хворої Л. підписали як контроль № 1, пробірку з
активованими Т-супресорами першого здорового
донора К. і лімфоцитами другого здорового донора
П. підписали як контроль № 2, пробірку з неакти-
вованими Т-супресорами першого здорового до-
нора К. і лімфоцитами другого здорового донора
П. підписали як контроль № 3. В кожну з пробірок
додали ФГА в концентрації 30 мкг/мл. Наступні 72
години всі чотири (дослідна і 3 контрольні) пробір-
ки інкубували в термостаті при 37°С.

Після інкубації пробірки центрифугували при
1000 обертів на хвилину протягом 10 хвилин, на-
досадкову рідину злили, а з осаду виготовили пре-
парати, які забарвили за Романовським-Гімза. При
мікроскопуванні препаратів при збільшенні х900 із
застосуванням масляної імерсії в кожному було
підраховано по 300 лімфоїдних клітин і визначений

відсоток лімфобластів. Було визначено, що відсо-
ток лімфобластів в препараті лімфоцитів хворої Л.,
які культивувалися з неактивованими Т-супре-
сорами першого здорового донора К. становив
18,5%. Відсоток лімфобластів препараті лімфоци-
тів хворої Л., які культивувалися з активованими Т-
супресорами першого здорового донора К. стано-
вив 18%. Відсоток лімфобластів в препараті лім-
фоцитів другого здорового донора П., які культи-
вувалися з неактивованими Т-супресорами першо-
го здорового донора К. становив 32%. Відсоток
лімфобластів в препараті лімфоцитів другого здо-
рового донора П., які культивувалися з активова-
ними Т-супресорами першого здорового донора К.
становив 19%.

Таким чином, кількість лімфобластів в препа-
раті лейкоцитів хворої Л. майже не змінилася під
впливом активованих Т-супресорів першого здо-
рового донора, тоді як кількість лімфобластів в
препараті лейкоцитів другого здорового донора
змінилася під впливом активованих Т-супресорів
першого здорового донора суттєво. Було конста-
товано значне зниження чутливості В-лімфоцитів
хворої Л. до впливу нормальних активованих Т-
супресорів. За висновками дослідження і інших
клінічних і лабораторних даних хворій була при-
значена пульс-терапія метілпреднізолоном.

Протягом 1999 року на базі лабораторії імуно-
логії НДІ нейрохірургії ім. акад. Ромоданова було
проведено вивчення чутливості В-лімфоцитів до
впливу активованих Т-супресорів 12 хворих на
системний червоний вовчак, що перебували на
лікуванні в Київському міському ревматологічному
центрі. У всіх хворих був виявлений високий сту-
пінь порушення чутливості В-лімфоцитів до впливу
активованих Т-супресорів. Використання способу-
прототипу не дало б можливості визначити наяв-
ність і ступінь порушень чутливості В-лімфоцитів
хворих до впливу активованих Т-супресорів. За-
лежно від ступеня порушень були прийняті індиві-
дуальні рішення при використання агресивних ме-
тодик лікування.

Таким чином, завдяки запропонованому спо-
собу ми вперше отримуємо інформацію про сту-
пінь чутливості проліферуючих В-лімфоцитів до
регуляторного впливу Т-супресорів. Це дає мож-
ливість уточнити роль порушень чутливості В-
лімфоцитів у патогенезі аутоімунних захворювань,
об'єктивно оцінити перебіг хвороби, контролювати
ефективність лікування і проводити необхідну ко-
рекцію в схемі курації хворого.
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