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Корисна модель до медицини, а саме імунології та трансплантології, і може бути 
використана у медицині для скринінгу клітинних імунних реакцій до алоантигенів у реципієнтів 
нейротрансплантата алогенних прогеніторних нейроклітин, що необхідно для прогнозування 
імунообумовлених ускладнень при лікуванні захворювань центральної нервової системи (ЦНС) 
за допомогою нейротрансплантації алогенних прогеніторних нейроклітин фетального мозку. 5 

Сучасні технології лікування захворювань ЦНС із застосуванням трансплантації 
нейрогенних стовбурових клітин (НСК) та нейрогенних прогеніторних клітин (НКП) потребують 
тривалого виживання пересаджених клітин та інтеграції з системою реципієнта, а також 
врахування реакції імунної системи у відповідь на пересаджувані клітини. Встановлено, що НСК 
розпізнаються і викликають імунну відповідь в ало- і ксеногенних системах ex vivo, тобто вони 10 
мають імунологічний потенціал, рівень якого є достатнім для активації периферичних 
лімфоцитів реципієнта [1]. Разом з тим, залишається невирішеною проблема оцінки імунної 
активації після трансплантації алогенних НКП. Одним з шляхів вирішення проблеми є 
дослідження алоспецифічних клітинних імунних реакцій при нейротрансплантації алогенних 
фетальних НКП. 15 

У теперішній час запропоновані і використовуються неізотопні колориметричні методи 
оцінки цитотоксичної дії на клітини, такі як МТТ-колориметричний тест [8, 12] та тест з 
нейтральним червоним [3], які є не менш чутливими, ніж класичні ізотопні методи [7]. 
Колориметричний метод із застосуванням МТТ (3-[4,5-диметилтіазол-2-іл]-2б5-
дифенилтетразоліум бромід) був запропонований Mossmann Т. [11] для визначення 20 
проліферації та життєздатності клітин. Метод засновано на тому, що мітохондріальні ферменти 
у життєздатних клітинах, в яких збережена мітохондріальна активність, перетворюють доданий 
в культуру клітин субстрат - МТТ-тетразолієву сіль жовтого кольору у кристалічний МТТ-
формазан пурпурного кольору. Пізніше МТТ-метод знайшов своє застосування в експерименті 
in vitro для оцінки цитотоксичної активності макрофагів, цитотоксичних лімфоцитів та ЛАК-клітин 25 
[2, 6, 9, 10], а також клітинної та лікарської цитотоксичності [4, 5]. 

Прототипом способу, що заявляється, вибрано дослідження Шпакової А.П. та ін. (2000) [8], в 
якому розроблено МТТ-колориметричний метод визначення цитотоксичної активності 
природних кілерних клітин. Автори досліджували цитотоксичну активність природних кілерів 
людини. Як клітини-ефектори використовували свіжовиділені мононуклеари периферичної крові 30 
людини, як клітини-мішені використовували клітини 2-ї та 3-ї доби культивування 
еритромієлоїдної лейкемічної лінії людини К-562, чутливої до дії природних кілерів. Цей спосіб, 
спрямований на діагностику функціональної активності природних кілерів та скринінг хворих з 
порушеннями системи природної цитотоксичності, є адекватним, сучасним і доступним. 

До недоліків цього способу можна віднести наступне: 1) він описаний для одного виду 35 
клітин-ефекторів - природних кілерів, що входять у пул свіжовиділених мононуклеарів 
периферичної крові людини; 2) він потребує для постановки наявність еритромієлоїдної 
лейкемічної лінії людини К-562, яку необхідно тривало підтримувати in vitro; 3) він описаний для 
одного біологічного виду (людини) і обмежує широке застосування цього способу для 
експериментальних досліджень на тваринах. 40 

Задачею запропонованої корисної моделі є дослідження специфічної алоцитотоксичної 
активності імунокомпетентних клітин експериментальних тварин-реципієнтів в алогенній 
системі, яке б адекватно відображало динаміку розвитку імунної відповіді на алоантигени 
донорів, що відбувається при алогенній нейротрансплантації в організмі реципієнта. 

Поставлена задача вирішується тим, що через визначений термін після трансплантації (6, 45 
12, 18 та 37 діб) у мишей-реципієнтів нейротрансплантата алогенних прогеніторних нейроклітин 
та у мишей донорської лінії забирають лімфовузли (n=6 від кожної тварини), готують суспензії 
лімфоцитів за допомогою механічної гомогенізації тканини лімфовузлів у середовищі RPMI, що 
містить 5 % ембріональної телячої сироватки, фільтрують через капроновий фільтр, двічі 
відмивають середовищем RPMI, що містить 5 % ембріональної телячої сироватки, шляхом 50 
центрифугування протягом 5 хв. при 1500 об./хв.. на настільній центрифузі, підраховують 
кількість клітин у камері Горяєва з 3% розчином оцтової кислоти та кількість життєздатних клітин 
з 0,2% розчином трипанового синього і доводять кількість клітин у суспензії до необхідної 
концентрації (1,25x10

7
 - для клітин-ефекторів; 0,25x10

7
 - для клітин-мішеней), як клітини-

ефектори використовують лімфоцити лімфовузлів мишей-реципієнтів (однієї лінії, наприклад, 55 
C57BL/6), які клітини-мішені використовують лімфоцити лімфовузлів мишей-донорів (іншої лінії, 
наприклад, СВА), із приготованими клітинними суспензіями клітин-ефекторів та клітин-мішеней 
(співвідношення ефектор-мішень складає 5:1) проводять цитотоксичний тест і вираховують 
цитотоксичний індекс. 
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Корисна модель, що пропонується, дозволяє удосконалити існуючий прототип. 
Використання розробленого способу дослідження алоцитотоксичної активності 
імунокомпетентних клітин надає можливість адекватної реєстрації клітинної імунної відповіді на 
алоантигени донорів та проводити моніторинг динаміки рівня алоцитотоксичної відповіді у 
реципієнтів алогенних прогеніторних нейроклітин у різні терміни після нейротрансплантації. 5 
Спосіб дозволяє оцінити вказані показники при різних видах трансплантації (внутрішньомозкове, 
внутрішньоочеревинне та інші способи введення прогеніторних нейроклітин). Використання 
запропонованого способу дозволяє провести діагностику цитотоксичної клітинної відповіді до 
алоантигенів та оцінити ризик імунообумовлених ускладнень в експерименті на тваринах при 
лікуванні неврологічних захворювань методом нейротрансплантації прогеніторних нейроклітин 10 
фетального мозку. Спосіб дозволяє провести скринінг імуносупресивних препаратів з метою 
оцінки їх можливого застосування для пригнічення алоцитотоксичних імунних реакцій і 
попередження імунообумовленого відторгнення нейротрансплантата. Пропонований спосіб є 
відносно економічним і широкодоступним. 

Спосіб виконується наступним чином. Як клітини-ефектори використовують лімфоцити 15 
лімфовузлів мишей-реципієнтів (однієї лінії, наприклад, C57BL/6); як клітини-мішені 
використовують лімфоцити лімфовузлів мишей-донорів (іншої лінії, наприклад, СВА). У мишей-
реципієнтів нейротрансплантації алогенних прогеніторних нейроклітин через визначений термін 
після нейротрансплантації (6, 12, 18 та 37 діб) та у мишей донорської лінії забирають 
лімфовузли (n=6 від кожної тварини), готують суспензії лімфоцитів за допомогою механічної 20 
гомогенізації тканини лімфовузлів у середовищі RPMI, що містить 5 % ембріональної телячої 
сироватки, фільтрують через капроновий фільтр, двічі відмивають середовищем RPMI, що 
містить 5 % ембріональної телячої сироватки, шляхом центрифугування протягом 5 хв. при 
1500 об./хв. на настільній центрифузі, підраховують кількість клітин у камері Горяєва з 3 % 
розчином оцтової кислоти та кількість життєздатних клітин з 0,2 % розчином трипанового 25 
синього і доводять кількість клітин у суспензії до необхідної концентрації (1,25x10

7
 - для клітин-

ефекторів; 0,25x10
7
 - для клітин-мішеней). Із приготованими клітинними суспензіями клітин-

ефекторів та клітин-мішеней (співвідношення ефектор-мішень складає 5:1) проводять 
цитотоксичний тест, як описано у [8], реєструють методом спектрофотометрії в автоматичному 
аналізаторі, вимірюючи оптичну густину при довжині хвилі 540 нм і вираховують цитотоксичний 30 
індекс (ЦІ) за формулою: 

%100
ОГм

ОГемОГе
100ЦІ 











 , 

де  
ОГе+м - значення оптичної густини в лунках ефектори+мішені;  
ОГе - значення оптичної густини в лунках з ефекторами;  35 
ОГм - значення оптичної густини в лунках з мішенями. 

При застосуванні описаного способу дослідження алоцитотоксичної активності 

імунокомпетентних клітин використання відпрацьованих нами концентрацій клітин (1,2510
7
 - 

для клітин-ефекторів; 0,2510
7
 - для клітин-мішеней) та співвідношення ефектор:мішень 5:1 

дозволило виявити відмінності цитотоксичної активності імунокомпетентних клітин інтактних та 40 
дослідних тварин і простежити динаміку імунної відповіді на алоантигени після 
внутрішньомозкової та внутрішньоочеревинної трансплантації клітин різних типів. Клітинні 
алоцитотоксичні імунні реакції генерувались при внутрішньомозковому введенні нейроклітин та 
клітин лімфовузлів дорослих тварин, і фетальних НКП (Е13-15), наростали з 6-ї по 12-у добу з 
наступним зниженням на 37-у добу [13]. Після внутрішньоочеревинного введення фетальних 45 
НКП (Е13-15) клітинні алоімунні реакції розвивались з 6-ї по 37-у добу з максимальним рівнем 
на 6-у добу і подальшим зниженням до 37-ї доби [14]. Імуносупресивний препарат сандімун 
гальмував алоцитотоксичну відповідь на введення алогенних фетальних НКП при використанні 
триразового введення препарату в дозі 100 мкг [13, 14]. 

Спосіб, що пропонується, має переваги перед прототипом, бо використання пропованого 50 
способу дослідження алоцитотоксичної активності імунокомпетентних клітин в медицині 
дозволить провести діагностику алоцитотоксичної клітинної імунної відповіді у реципієнта 
нейротрансплантата до алоантигенів донора; оцінити ризик імунообумовлених ускладнень і 
спрогнозувати можливе відторгнення трансплантату; провести скринінг імуносупресивних 
препаратів для пригнічення алоцитотоксичних імунних реакцій після нейротрансплантації з 55 
метою попередження можливого імунообумовленого відторгнення прогеніторних нейроклітин 
фетального мозку при захворюваннях ЦНС. 

В порівнянні із прототипом, запропонований спосіб має ряд переваг: 
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- дозволяє оцінити можливість розвитку алоцитотоксичних імунних реакцій після 
трансплантації; 

- дозволяє проводити скринінг при різних способах введення трансплантованих клітин; 
- дозволяє проводити скринінг при трансплантації клітин різних типів; 
- розширює застосування цього способу для експериментальних досліджень на тваринах; 5 
- не потребує наявності клітинної лінії, яку необхідно тривало підтримувати in vitro, що 

дозволяє здешевити постановку тесту; 
- дозволяє проводити скринінг імуносупресивних препаратів для пригнічення 

алоцитотоксичних імунних реакцій після нейротрансплантації. 
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ФОРМУЛА КОРИСНОЇ МОДЕЛІ 

  
Спосіб дослідження алоцитотоксичної активності імунокомпетентних клітин, що включає 
імунологічне дослідження, який відрізняється тим, що через визначений термін після 55 
трансплантації (6, 12, 18 та 37 діб) у мишей-реципієнтів нейротрансплантата алогенних 
прогеніторних нейроклітин та у мишей донорської лінії забирають лімфовузли (n=6 від кожної 
тварини), готують суспензії лімфоцитів за допомогою механічної гомогенізації тканини 
лімфовузлів у середовищі RPMI, що містить 5 % ембріональної телячої сироватки, фільтрують 
через капроновий фільтр, двічі відмивають середовищем RPMI, що містить 5 % ембріональної 60 
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телячої сироватки, шляхом центрифугування протягом 5 хв. при 1500 об./хв. на настільній 
центрифузі, підраховують кількість клітин у камері Горяєва з 3 % розчином оцтової кислоти та 
кількість життєздатних клітин з 0,2 % розчином трипанового синього і доводять кількість клітин у 

суспензії до необхідної концентрації (1,2510
7
 - для клітин-ефекторів; 0,2510

7
 - для клітин-

мішеней), як клітини-ефектори використовують лімфоцити лімфовузлів мишей-реципієнтів 5 
(однієї лінії, наприклад, C57BL/6), як клітини-мішені використовують лімфоцити лімфовузлів 
мишей-донорів (іншої лінії, наприклад, СВА), із приготованими клітинними суспензіями клітин-
ефекторів та клітин-мішеней (співвідношення ефектор:мішень складає 5:1) проводять 
цитотоксичний тест і вираховують цитотоксичний індекс. 
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