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(57) Способ дифференциальной оценки вли-
яния лекарственных препаратов на орга-
низм человека, включающий приготовление
суспензии лимфоцитов, разведение иссле-
дуемого лекарственного препарата и конт-
рольной пробы, активацию рецепторов*
лимфоцитов, постановку реакции активного
розеткообразования, оценку реакции актив-
ного розеткообразования для определения

лекарственной аллергии, о т л и ч а ю щ и й *
с я тем, что при приготовлении суспензии
лимфоцитов и разведении лекарственного
препарата и контрольной пробы использу-
ют изотонический раствор хлорида натрия,
разведение лекарственного препарата в
изотоническом растворе осуществляют из
расчета индивидуальной суточной дозы для
пациента, активацию рецепторов проводят
путем смешивания суспензии лимфоцитов и
разведенного лекарственного препарата,
при оценке реакции активного розетко-
образования дополнительно определяют
наличие иммунотоксической реакции к ле-
карственному препарату при снижении со-
держания розеткообразующих клеток на
11 % и менее относительно того же резуль-
тата в контрольной пробе.

ю
ы

Изобретение относится к медицине, в
частности к иммунологии и аллергологии, и
может быть использовано для определения
индивидуальной чувствительности к лекар-
ственным препаратам,аллергенам в стаци-
онарных и амбулаторных условиях

Известен способ оценки лекарственной
аллергии в реакции активного розеткообра-
зования [Порядин Г. В., Салмаси Ж. М, и др.
// Иммунология. - 1988. - № 5 - С 52-54]
(прототип), по которому выделяют суспен-
зию лимфоцитов из венозной крови пациен-
та, готовят взвесь лимфоцитов на среде 199
(среда для культуры клеток) в концентрации

3 х 106 клеток) мл по известной методике.
Затем готовят исследуемую пробу путем
разведения лекарственного препарата (ан-
тибиотика) в среде 199 в концентрации
200 нм лекарственного препарата на 1 мл
крови обследуемого пациента. Для активи-
зации рецепторов лимфоцитов приготов-
ляют смесь из суспензии лимфоцитов,
разведенного лекарственного препарата и
пула (смеси) донорской крови IV группы. Ин-
кубируют полученную смесь при температу-
ре 37°С в течение 15 минут, добавляют
эритроциты барана с использованием сре-
ды 199 (0,4%), центрифугируют смесь при
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200 G в течение 5 минут, после чего вторич-
но проводят инкубацию в течение 10 минут,
фиксируют исследуемую пробу глютаровым
альдегидом, промывают пробу дистиллиро-
ванной водой и окрашивают краской Задо- 5
рожного-Дозморова.

В качестве контрольной пробы исполь-
зуют выделенную суспензию лимфоцитов,
которую смешивают с пулом донорской кро-
ви IV группы.и средой 199 и осуществляют 10
ее постановку реакции активного розетко-
образования.

Далее осуществляют постановку реак-
ции активного розеткообразования иссле-
дуемой и контрольной проб и производят 15
учет количества розеткообразующих клеток
в указанных пробах путем микроскопирова-
ния. При увеличении в исследуемой пробе
розеткообразующих клеток на 11 % и более
относительно контрольной пробы судят о 20
лекарственной аллергии к антибиотику.

К недостаткам прототипа можно отне-
сти его следующие особенности:

использование среды 199 для приготов-
ления взвеси лимфоцитов и разведения ле- 25
карственного препарата, так как среда 199
содержит фенол, синтетические аминокис-
лоты, которые применяют для исследования
культур in vitro, что может вызвать побочные
явления в случае исследования крови In 30
vivo;

известный способ предусматривает ис-
пользование лекарственного препарата в
одинаковой концентрации для всех обсле-
дуемых больных, что не позволяет осущест- 35
вить индивидуальную оценку влияния
назначенной терапевтической дозы препа-
рата для каждого обследуемого;

для активации рецепторов готовят
смесь, в состав ко горой входит 20% пул сыво- 40
ротки донора IV группы крови, что усложняет
способ, а кроме того, может отрицательно
влиять на достоверность результата из-за
возможной сенсибилизации рецепторов
лимфоцитов чужеродной сывороткой; 45

известный способ предусматривает оп-
ределение только лекарственной аллергии,
например к антибиотикам, что сужает его
функциональные возможности; лекарст-
венные препараты могут оказывать и индиви- 50
дуальные побочные действия в зависимости
от состояния иммунной системы организ-
ма.

Задача изобретения - расширение фун-
кциональных возможностей способа и ис- 55
пользование его для дифференцированной
оценки влияния лекарственных препаратов
на организм человека.

Для решения поставленной задачи
авторами предложен способ дифференци-

альной оценки влияния лекарственных пре-
паратов на организм человека, включающий
приготовление суспензии лимфоцитов,
разведение исследуемого лекарственного
препарата и контрольной пробы. Затем
проводят активацию рецепторов лим-
фоцитов, постановку реакции активного
розеткообразования и оценку реакции ро-
зеткообразовзния для определения лекар-
ственной аллергии. При приготовлении
суспензии лимфоцитов и разведении иссле-
дуемого лекарственного препарата и конт-
рольной пробы используют изотонический
раствор хлорида натрия. Разведение ле-
карственного препарата в изотоническом
растворе осуществляют из расчета индиви-
дуального суточного дозирования для паци-
ента.

Активизацию рецепторов проводят пу-
тем смешивания суспензии лимфоцитов и
разведенного лекарственного препарата.
При оценке реакции активного розеткооб-
разования дополнительно судят об иммуно-
логической реакции к лекарственному
препарату при снижении содержания ро-
зеткообразующих клеток на 11 % и менее
относительно того же результата в конт-
рольной пробе.

Отличительными признаками изобрете-
ния являются:

при приготовлении суспензии лимфо-
цитов и разведении лекарственного пре-
парата и контрольной пробы используют
изотонический раствор хлорида натрия;

разведение лекарственного препарата
в изотоническом растворе осуществляют из
расчета индивидуальной суточной дозы для
пациента;

активацию рецепторов проводят путем
смешивания суспензии лимфоцитов и раз-
веденного лекарственного препарата;

при оценке реакции активного розетко-
образования дополнительно определяют
наличие иммунотоксической реакции к ле-
карственному препарату при снижении со-
держания розеткообразующих клеток на
11% и менее относительно того же резуль-
тата в контрольной пробе.

Использование изотонического раство-'
ра хлорида натрия для приготовления
суспензии лимфоцитов и разведения иссле-
дуемого лекарственного препарата обус-
ловлено тем, что этот расгвор является
составной частью крови тканевых жидко-
стей организма, что предотвращает возник-
новение неспецифических реакции т. е
побочных явлений.

Разведение исследуемого лекарствен-
ного препарата из расчета его суточной
дозы для пациента позволяет оценить влия-
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ниє назначенного лекарственного средства
непосредственно на данного пациента, что
дает возможность повысить достоверность
способа.

Проведении активации рецепторов без
участия 20%-ного пула сыворотки крови IV
группы крови упрощает способ исследования
и предотвращает неспецифическую сенси-
билизацию рецепторов лимфоцитов чуже-
родной сывороткой.

Введение дополнительного признака
оценки влияния лекарственного препарата,
а именно наличия иммунотоксической ре-
акции к нему, расширяет функциональные
возможности способа и позволяет подобрать
индивидуальную адекватную терапию.

Отличительные признаки предложенного
решения соответствуют критерию "новизна"
и требованиям изобретательского уровня.

Исследования по заявляемому способу
проведены на базе Харьковской областной
больницы и в отделении нефрологии клиники
Института терапии АМН Украины (г. Харь-
ков) на 100 больных. Достоверность способа
составляет 90-95%.

Использование предложенного способа
в медицинской практике позволит расширить
функциональные возможности способа, по-
высить достоверность исследования, предот-
вратить побочные явления при лечении,
снизить стоимость химических реактивов и
упростить методику эксперимента.

Заявляемый способ осуществляют сле-
дующим образом:

1. Выделяют суспензию лимфоцитов из
венозной гепаринизированной крови па-
циента на градиенте плотности фикол-
верографии (1,077 г/см3) по известной
методике.

2. В качестве раствора для приготовле-
ния суспензии лимфоцитов используют изо-
тонический раствор хлорида натрия с рН
7,2-7,4.

3. Готовят пробу из исследуемого лекар-
ственного препарата, например инсулина,
антибиотика, анальгетиков и др., с исполь-
зованием изотонического раствора хлорида
натрия в концентрации 0,9% из расчета ин-
дивидуальной суточной дозы препарата для
обследуемого больного.

4. Осуществляют активацию рецепторов
лимфоцитов и разведенного лекарственного
препарата, приготовленных по пп. 2,3.

5. Инкубируют полученную смесь при
температуре 37°С в течение 15 минут.

6. Добавляют к полученной смеси 0,05 мл
эритроцитов барана, центрифугируют смесь
при 200 G в течение 5 минут.

7. Вторично инкубируют смесь при тем-
пературе 37°С в течение 10 минут.

8. Фиксируют исследуемую пробу -
смесь глютаровым альдегидом в количест-
ве 0,05 мл в концентрации 1,5% в течение
15 минут при комнатной температуре.

5 9. Промывают пробу дистиллированной
водой и окрашивают краской Задорожного-
Дозморова.

10. В качестве контрольной пробы исполь-
зуют выделенную суспензию лимфоцитов

10 по п. 1, 2, которую смешивают с раствором
хлорида натрия в количестве 0,05 мл.

11. Производят учет количества розет-
кообразующих клеток в контрольной и исс-
ледуемой пробах путем микроскопирова-

15 ния.
12. Судят о лекарственной аллергии к

исследуемому препарату при увеличении в
исследуемой пробе розеткообразующих
клеток на 11 % и более относительно конт-

20 рольной пробы.
13. Дополнительно определяют имму-

нотоксическую реакцию к исследуемому ле-
карственному препарату при снижении
содержания розеткообразующих клеток на

25 11 % и менее относительно того же резуль-
тата в контрольной пробе.

Возможность осуществления предло-
женного способа подтверждается примера-,
ми.

30 П р и м е р 1. Больной Ш., 45 лет,
поступил в отделение нефрологии клиники
Института терапии АМН Украины с диагно-
зом: сахарный диабет инсулинзэвисимый
(ИЗ) средней степени тяжести. Нефроанги-

35 осклероз, хроническая почечная недоста-
точность (ХПН) I стадии.

До поступления в клинику больной Ш.
принимал длительно (более года) инсулин
Депо-Н. После приема инсулина отмечены

40 признаки аллергии: зуд без кожных прояв-
лений. Прием антигистаминного препарата,
например супрастина, зуд не устранил.

Больному Ш. проведено исследование-
тест по заявляемому способу для оценки

45 влияния препаратов инсулина на его орга-
низм. По результатам исследования содер-
жание розеткообразующих клеток, %:

В контрольной пробе 57
В исследуемой пробе,

50 содержащей инсулин Депо-Н 39
Таким образом, количество розеткооб-

разующих клеток в исследуемой пробе на
18% меньше по сравнению с контрольной
пробой, что свидетельствует о наличии им-

55 мунотоксической реакции инсулина Депо-Н
на организм больного Ш. После ему назна-
чили другой вид инсулина - ЛЕНТЕ и вновь
повторили исследование-тест. По результа-
там вторичного исследования содержание
розеткообразующих клеток, %:
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В исследуемой пробе 63
В контрольной пробе 57

т е в исследуемой пробе содержание розет-
кообразующих клеток на 6% больше, чем в
контрольной.

Результаты вторичного исследования
свидетельствуют об отсутствии как аллерги-
ческой, так и иммунотоксической реакций
на организм больного. Он был переведен на
прием инсулина ЛЕНТЕ, жалобы на зуд пре-
кратились. Продолжительность исследова-
ния - от 3 до 4 часов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ: Использование пред-
ложенного простого достоверного способа
иммунологического исследования позволя-
ет предотвратить иммуно-токсическую ре-
акцию на оргпнизм больного.

П р и м е р 2. Больной М., 44 лет, нахо-
дился на лечении в отделении нефрологии
клиники Института терапии АМН Украины с
диагнозом: мочекаменная болезнь, вторич-
ный хронический пиелонефрит в фазе обост-
рения, ХПН - 0, т. е. нет нарушения функции
почек. На догоспитальном -этапе проводи-

лась антибактериальная терапия в виде ан-
тибиотиков в средней терапевтической до-
зе.

, При поступлении больного М. в клинику
5 отмечены признаки лекарственной аллер-

гии: кожный зуд, сыпь. Для оценки влияния
антибиотиков на организм больного М. бы-
ли проведены исследования по заявляемо-
му способу.

10 В таблице представлены результаты
этого исследования-теста.

По результатам проведенного исследо-
вания больному М. рекомендован гентами-
цин для лечения хронического пиелонефрита.

15 Продолжительность исследования от 4 до 5
часов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ: Заявляемый способ
дифференциальной оценки влияния лекар-

20 ственного препарата на организм человека
позволяет своевременно подобрать инди-
видуальную адекватную терапию, предотвра-
тить побочные явления и прогрессирование
заболевания.

25

Наименование препаратов
в пробах

Контрольная проба
1. Карбенициллин

2. Кефзол

3. Клафоран

4. Гентамицин

Количество розеткообразую-
щих клеток, %

75

76

5

65

Результаты исследования

Лекарственная аллергия
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