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Введение 
Нейроэпителиальные опухоли являются наиболее трудно-

излечимыми среди других типов рака, особенно у детей 

и подростков. Одним из направлений повышения эффек-

тивности терапии данного типа новообразований служит 

переход от групповой к персонифицированной терапии.
Цель 
Разработать и апробировать вариант метода оценки 

in vitro чувствительности клеток нейроэпителиальных 

опухолей к химиопрепаратам и сопоставить 

характеристики данного метода с другими методами 

определения in vitro химиочувствительности клеток 

различных по гистологическому типу новообразований.
Материалы и методы 
На примере первичных культур клеток интракраниальных 

опухолей детей (90) в возрасте 7,4±1,1 лет разработан 

и апробирован упрощенный вариант анализа их индиви-

дуальной чувствительности и резистивности к химиотера-

певтическим средствам. Его сущность сводится к подсчету 

в камере Горяева пропорции погибших (окрашивающихся 

трипановым синим) и выживших (прозрачных) клеток после 

их односуточного экспонирования с цитостатическими 

препаратами в дозах, близких к 50%-м летальным.
Результаты 
На основании градации индексов цитотоксичности 

химиопрепаратов ex vivo и оценки результатов терапии 

пациентов цитостатическими средствами по принятым 

формулам были произведены расчеты чувствительности 

(67,2%), специфичности (56,8%), положительной (87,3%) 

и отрицательной (26,6%) прогностической ценности способа.
Выводы 
Результаты оказались сопоставимыми с таковыми 

иных более трудоемких методов, открывая перспективу 

применения данного варианта при некотором его 

техническом усовершенствовании.
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Background 

Neuroepithelial tumors are the most intractable to other 

types of cancer, especially in children and adolescents. One 

of the ways of increasing the efficacy of this type of tumors, 

the transition from group serves to a personalized therapy.

Objective 

Develop and test version of the method in vitro evaluation of 

the sensitivity of neuroepithelial tumors cells to chemotherapy 

drugs and compare the characteristics of this method with 

other methods of determining the in vitro chemosensitivity of 

cells of different histological types of tumors.

Subjects and methods 
For example, the primary cell cultures of intracranial 

tumors (ependymomas, anaplastic astrocytoma, 

glioblastoma, neuroblastoma, medulloblastoma, 

primitive neuroectodermal and atypical rhabdoid teratoid 

neoplasias) children (90) at the age 7,4 ± 1,1 years, 

developed and tested uproschnny option the analysis 

of their individual susceptibility and resistivity to 

chemotherapeutic drugs. Its essence consist of down to 

counting chamber Goryaeva proportion of dead (stained 

with trypan blue) and survivors (transparent) cells after 

their one-day exposure to cytotoxic drugs in doses that 

are close to the 50% lethal.

Results 

Based on the gradation index of cytotoxicity of 

chemotherapeutic drugs and ex vivo evaluation of patients 

with cytotoxic drugs Supervision, according to accepted 

formulas were made calculations of sensitivity (67.2%), 

specificity (56.8%), positive (87.3%) and negative 

(26.6%) predictive value method.

Conclusion
The results were comparable to those of other more labor-

intensive methods, opening up the prospect of using this 

option for some of its technical development.
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На сегодняшний день эксплуатация культур нео-
пластических клеток с целью определения их чув-
ствительности к цитостатическим препаратам еще 
не вошла в повседневную клиническую практику, 
но тенденция к тому становится все более явной. 
Она диктуется растущим пониманием необходи-
мости перехода от существующей групповой 
к персонифицированной комплексной терапии, 
учитывающей не только тип опухолей, стадии их 
прогрессии, пол, возраст, расовую принадлежность 
пациентов, но и индивидуальные особенности орга-
низма [3, 9, 11, 34, 38].

В равной мере к тому же побуждает как мно-
гофакторная общая медикаментозная, так и пе-
рекрестная резистентность новообразований, 
подверженная изменениям в ходе их развития, 
курации и представляющая одну из сложных про-
блем онкопатологии [9, 34, 37]. Отсюда определение 
химиочувствительности in vitro в сочетании с дру-
гими показателями (клинической картиной течения 
заболевания, результатами цитоморфологичес-
кого, биохимического, молекулярно-генетического 
анализов) видится как магистральная линия повы-
шения эффективности противоопухолевой тера-
пии [1, 43]. Благодаря культуральным системам 
возможно: 

1)   Установить прямое цитотоксическое влияние 
одного либо комбинации нескольких препара-
тов (терапевтический индекс) по оценке гибели 
и/или пролиферативной активности неопла-
стических клеток. 

2)   Провести мониторинг химиочувствительности 
опухолевых клеток у конкретных лиц на раз-
ных этапах химиотерапии, которая выступает 
в роли интегративного индикатора возможно-
сти ответа организма на терапию [9]. 

3)   Осуществить скрининг как потенциальных, так 
и новых противоопухолевых веществ с пред-
сказанием эффективности их применения и ис-
ключением неэффективных соединений [9]. 

4)   Изучить характер взаимодействия комбинаций 
фармакологических веществ друг с другом с це-
лью выявления их аддитивных, синергических 
или антагонистических влияний. 

5)   Выбрать наиболее рациональную схему терапии 
применительно не только к гистологическому 
типу новообразования, степени его злокаче-
ственности, цитологическому, генно-биохимиче-
скому статусу, но и индивидуально-возрастной 
чувствительности пациентов [9]. 

6)   Исследовать механизмы общей медикаментоз-
ной и перекрестной толерантности, изменяю-
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щиеся в ходе опухолевой прогрессии и лечения, 
в соответствии со сменой профиля антигенов 
и осуществить поиск путей преодоления устой-
чивости ее специфическими ингибиторами, 
удаление из протоколов заведомо неэффектив-
ных соединений. 

7)   Идентифицировать среди находящихся на ле-
чении пациентов с повышенным риском реци-
дива, учитывая клиническую картину, цитоло-
гические, иммунохимические, биохимические 
и молекулярно-генетические показатели [3, 7, 
9, 34, 40, 42, 45].
Перечисленные обстоятельства инициировали 

создание множества методов определения лекар-
ственной чувствительности, устойчивости опухо-
левых клеток и прогнозирования их реакции на 
химиотерапию [7, 17, 33]. Будучи отличными по 
принципиальным подходам, ориентирам и техно-
логиям исполнения, они тем не менее включают 
одни и те же базовые принципы: выделение клеток 
из образцов опухолей, инкубацию посевов с хими-
опрепаратами, оценку выживаемости, митотиче-
ского, клоногенного потенциала, ферментативной 
активности и интерпретацию полученных данных. 
Среди существующих методов наибольшее рас-
пространение получили следующие:
1.  Пролиферативный тест (proliferative test –  PT). 

Он показывает степень снижения митотического 
индекса по включению меченных аминокислот 
и оснований (3H-тимидина, –  уридина, –  лейцина, –  
метионина, 135I-метионина, 135I-бромдексиуриди-
на) во вновь синтезируемую ДНК готовящимися 
к делению клетками, расположенными в микро-
титрационных 96-плоскодонных или луночных 
планшетах, с последующим сцинтилляционным 
подсчетом импульсов на - и -счетчиках, привле-
чением авторадиографии, абсорбционного риде-
ра или метода проточной цитометрии [1, 7, 12, 20, 
21, 33].

2.  Метод тетразолиевого окрашивания (method 
tetrazolium test –  МТТ) дает количественное 
представление об индексе цитотоксичности 
(ИЦ). Он основан на способности митохон-
дриальных лактат- и сукцинатдегидрогеназ 
живых клеток конвертировать проникающие 
в них в течение 1–6 ч инкубации растворимые 
соли тетразолия, а именно натриевую соль 
[2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофе-
нил)-2H-тетразолий]-5-карбоксинилидина –  
ХТТ или 3-[(4,5-диметил-2-тиазол-2,5-дифенил 
тетразолий] бромида –  MTS в нерастворимый 
продукт –  фармазан в присутствии электрон 

сцепленного реагента феназинмоносульфата 
(PMS). С помощью солюбилизаторов его кри-
сталлы переводят в растворимую форму, опти-
ческая плотность которых улавливается спек-
трофотометрически при длине волн 540–690 
нм. Реагируют только живые метаболически 
активные клетки [3, 7, 9, 12, 21, 28, 43]. Чувстви-
тельность метода лежит в диапазоне от 1000 до 
50 000 клеток/лунку.

3.  Колониеформирующий анализ (colonic 
formation assay- CFA) опирается на клоногенные 
свойства стволовых клеток, т. е. их способность 
образовывать колонии в монослое, насчитываю-
щие по 40–60 клеток. Метод обладает высокой 
прогностической ценностью для тестирования 
химиочувствительности стандартных и экспе-
риментальных противоопухолевых средств [12, 
29, 33, 40, 41, 42].

4.  Дифференцированное окрашивание кле-
ток на цитотоксичность (differential staining 
cytotoxicity assay –  DiSC) основано на неоди-
наковой инкорпорации гематоксилин-эозина 
в нормальные и трансформированные живые 
клетки, а также прочного зеленого (fast green- 
Nigrosin) в погибшие, сообразно статусу прони-
цаемости их мембран. Интактная плазмолемма 
препятствует поглощению красителей. Таким 
образом, удается идентифицировать долю по-
гибших клеток при влиянии цитостатических 
препаратов [3, 14, 29, 40]. Лекарственная вос-
приимчивость измеряется соотношением вы-
живших клеток в обработанных препаратами 
посевах к их количеству в необработанных кон-
тролях, которое должно составлять не менее 
80% жизнеспособных клеток.

5.  Оценка выживаемости клеток по уровню аденозин-
трифосфорной кислоты (adenosine triphosphate 
cell viability assay –  ATP assay) способствует коли-
чественному подсчету выживших клеток в культу-
рах, обработанных химиопрепаратами, посколь-
ку апоптотические клетки по причине утраты 
своей целостности демонстрируют выраженное 
снижение содержания АТФ. Добавляют реагент –  
люцеферин/люцеферазу, который катализирует 
испускание света при распаде АТФ до АДФ или 
АМФ и люцеферина, интенсивность которого 
пропорциональна метаболической активности 
субстрата и улавливается люминометром или 
-счетчиком. Уменьшение АТФ указывает на ле-

карственную чувствительность, а отсутствие сни-
жения –  на устойчивость к тестируемым препа-
ратам [27].
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Неся в себе позитивные моменты, рассмотрен-
ные методы вместе с тем не лишены технических 
и теоретических проблем, нуждающихся в их ре-
шении. МТТ дает сопоставляемые показатели при 
наличии в образцах не менее 80% опухолевых кле-
ток. Результат признается надежным, когда через 
4 сут пребывания in vitro в контроле сохраняется 
70% живых клеток [41]. Наконец, для МТТ анали-
за пригодны только адгезионные культуры, причем 
определенные условия культуральной среды под-
бираются для каждой клеточной линии индиви-
дуально [35]. Хотя DiSC анализ (в отличие от МТТ) 
позволяет использовать материал со значительной 
примесью нормальных клеток (однако не более 
30%), он остается трудоёмким [3]. Проблемность 
CFA сводится к следующим моментам. Имеется 
вероятность того, что истинные опухолевые клет-
ки в большинстве не делятся (G

0
), тогда как клет-

ки, образующие колонии, реплицируются. Не ис-
ключается вероятность и того, что клоногенные 
единицы могут оказаться не подлинно стволовы-
ми клетками. CFA в состоянии оценивать числен-
ность погибших клеток в сверхузком диапазоне 
(2 порядка), тогда как полновесные клинические 
ответы требуют, чтобы гибель клеток находилась 
в широком диапазоне. Это обстоятельство пред-
писывает испытание нереально низких концен-
траций лекарственных соединений во избежание 
избыточного ложного положительного результата. 
В целом метод затратен по расходу времени (имеет 
продолжительный период роста клонов до 14 сут), 
материальных затрат, изнурительности подсчетов, 
сложности математических исчислений, неспособ-
ности варьировать условия культуральной среды, 
оказавшие влияние на удорожание его стоимости. 
Использование CFA ограничивается плохой кло-
ногенной способностью многих клеточных линий, 
например бластных клеток крови, сквамозно-кле-
точной карциномы [35].

Изложенное выше побудило обратиться к наи-
более простому по исполнению, оперативному, 
относительно дешевому и вместе с тем не уступа-
ющему по чувствительности способу индикации 
лекарственной цитотоксичности, каковым является 
анализ эксклюзии красителя (dye exclusion assay) 
[44]. Он исходит из принципа непроницаемости ци-
топлазматической мембраны нормальных клеток 
для специфических витальных красителей и утрате 
этой способности пострадавшими в результате де-
зинтеграции плазмалеммы. Таким образом, удается 
подсчитать численность сохранивших и утратив-
ших свою жизнеспособность клеток, и по их соот-

ношению судить о степени цитотоксичности испы-
туемых химиопрепаратов [12, 131, 41]. При данном 
способе тестирования применяются различные 
красители (зеленый прочный, кристаллический 
фиолетовый, нейтральный красный, эозин, нигро-
зин Б, акридиновый оранжевый и др., в том числе 
синтезируемый Паулем Эрлихом еще в 1904 г. три-
пановый синий (trypan blue- TB), широко исполь-
зуемый в лабораторной практике как сам по себе, 
так и в комбинации с проточной цитометрией) 
[12]. Анализ исключения ТВ относительно скор, 
прост, малозатратен, обходится небольшим коли-
чеством клеток и при содержании ряда условий га-
рантирует достаточную результативность [12, 41]. 
Это предопределило предпочтительность выбора 
в пользу ТВ тестирования. Принимая во внимание 
перечисленное, в указанный метод были привнесе-
ны модификации, позволяющие обойти очерчен-
ные «ловушки» и адаптировать его применительно 
к интракраниальным неоплазиям, поскольку боль-
шинство анализов разрабатывалось на основе рака 
кроветворной и лимфоидной систем [3, 7, 9], тогда 
как мозговым опухолям уделялось гораздо более 
скромное внимание [1, 29, 33, 39, 42, 45].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты выполнены на первичных куль-
турах клеток, полученных из фрагментов интракра-
ниальных неоплазий, взятых для гистологического 
анализа (с информированного согласия родителей) 
у 98 лиц в возрасте от 3 мес до 17 лет, находивших-
ся на лечении в Республиканском центре детской 
нейрохирургии на базе ГКБ скорой медицинской 
помощи г. Минска в 2008–2012 гг. (договор о науч-
ном сотрудничестве от 21.11.2008 г.). Полученные 
из историй болезней данные о гистологических ти-
пах и степени злокачественности опухолей позво-
лили сформировать три экспериментальные груп-
пы. Первая –  включала 18 детей (медиана возраста 
9,5±1,2 года) с высокозлокачественными глиомами: 
анапластическими астроцитомами –  АА, GrIII (n=9) 
и глиобластомами –  ГБ, GrIV (n=9). Вторая группа 
состояла из 16 пациентов, страдающих эпендимо-
мами –  ЭП, GrII (медиана возраста 5,2±1,3 года). 
Третья –  включала 56 детей с эмбриональными опу-
холями (GrIV): медуллобластомами –  МБ (n=38), 
нейробластомами –  НБ (n=4), примитивными ней-
роэктодермальными, ПНЭ (n=6) и атипичными те-
ратоидно/рабдоидными –  ATP (n=8) неоплазиями 
(медиана возраста 5,7±0,6 года) [30].
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Поступавший из клиники в течение 1–2 ч ма-
териал в стерильных условиях ламинарного бокса 
(Lobconco, США) отмывали от крови, освобождали 
от соединительнотканных элементов в растворе 
Хэнкса (Sigma-Aldrich, США), содержащем 4%-ного 
сульфата гентамицина (Белмедпрепараты, РБ), 
и механически измельчали до мелких частиц. Клет-
ки подвергали 10 мин ферментативной обработке 
смесью 0,25%-ного раствора трипсина и 0,02%-
ного ЭДТА в соотношении 1:3 (Sigma-Aldrich, США) 
при 37 С. Действие фермента нейтрализовали 
внесением в чашки Петри с посевами 1 мл эм-
бриональной телячьей сыворотки (Sigma-Aldrich, 
США). Обработанный таким способом матери-
ал подсчитывали в камере Горяева и переносили 
в количестве 500 тыс клеток/мл в культуральные 
чашки (d=35 мм, Nunc, Дания) с 2 мл среды Игла 
в модификации Дульбекко (ДМЕМ, Sigma-Aldrich, 
США), содержащей 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки. Клетки нейроэпителиальных неоплазий 
культивировали на протяжении 2 сут в стандарт-
ных условиях СО

2
-инкубатора (Heraccell, США) 

при 37 С, 95%-ной влажности и 5% парциальном 
давлении СО

2
 [2, 19, 24] до достижения стадии 

логарифмического роста культур, которую оцени-
вали визуально по резко возросшему количеству 
митозов и численности клеток с помощью циф-
ровой фотокамеры Altra 20 (Nikon, Япония), снаб-
женной программным обеспечением Analysis getlT 
(Olympus, Япония) на инвертированном микроско-
пе НУ-2Е (Carl Zeiss, Германия) при 312,5. Спустя 
2 суток, в посевы клеток вносили растворен-
ные на 0,9%-ном растворе хлорида натрия 
(pH=7,3) испытуемые химиопрепараты в ра-
бочих концентрациях, рассчитанных из те-
рапевтических: цисплатин (Veropharm, РФ) –  
3,3 10–6 М [7], этопозид (Ebewe Pharma, Австрия) –  
1,6 10–6 М [7], цитарабин (Белмедпрепараты, 
РБ) –  4,1 10–6 М, карбоплатин (Veropharm, РФ) –  
10,8 10–6 М, циклофосфамид (Белмедпрепараты, 
РБ) –  30,6 10–6 М, винкристин (Veropharm, РФ) –  2,4
10–9 М, темозоломид (Orion Pharma, Финляндия) –  

10,3 10–6 М и метотрексат (Ebewe Pharma, Ав-
стрия) –  11,0 10–5 М. Посевы клеток, куда не до-
бавляли цитостатические препараты, оставляли 
в качестве контрольных. По прошествии 1 сут по-
сле добавления химиопрепаратов, среду удаляли 
из чашек Петри, замещая ее 1 мл 0,25%-ного рас-
твора трипсина с ЭДТА, в котором выдерживали 
культуру в течение 5 мин при 37 С. Затем клетки 
пипетировали, добавляли к ним 1–2 капли (10 мкл) 
0,2%-ного раствора трипанового синего (Alta Aesar, 

Германия), приготовленного на 0,9%-ном растворе 
хлорида натрия и переносили 20 мкл в камеру Го-
ряева (Минимед, РФ). Через 2–3 мин в 15 больших 
квадратах по диагонали подсчитывали количество 
мертвых и живых клеток с установлением их соот-
ношения [2]. Полученный эффект –  степень пода-
вления роста опухолевых клеток химиопрепара-
том [5] –  был выражен индексом цитотоксичности 
(формула 1) и подвергался сравнительному анали-
зу. Рассчитывали ИЦ химиопрепаратов по формуле

           N% =(1 –  Опыт/Контроль) 100  (1)

где N% –  индекс цитотоксичности препаратов, 
Опыт –  выживаемость клеток при действии химио-
препаратов, Контроль –  выживаемость клеток в кон-
троле [5].

Результаты, полученные in vitro, сопоставляли 
с клинической эффективностью терапии. Образцы 
неоплазий делили на группы по степени чувстви-
тельности к химиопрепаратам in vitro. Для этого 
рассчитывали медиальное значения ИЦ химиопре-
паратов для астроцитарных (медиальное значение 
ИЦ 39,0±2,0%) и эмбриональных (медиальное зна-
чение ИЦ 38,5±1,0%) опухолей (АА, ГБ, МБ, ПНЭО, 
АТРО, НБ). Образцы неоплазий, при действии на 
которые ИЦ химиопрепаратов достоверно (P<0,05) 
превышал медиальное значение, относили к группе 
с «высокой чувствительностью». Опухоли, для кото-
рых ИЦ химиопрепаратов достоверно не отличался 
от медиального значения, относили в группу с «уме-
ренной чувствительностью». Образцы неоплазий, при 
действии на которые ИЦ химиопрепаратов был ниже 
(P<0,05) медиального значения, относили в группу 
с «низкой чувствительностью» [9]. Для эпендимом 
медиальное значение ИЦ химиопрепаратов со-
ставило 44,6±1,8%. В соответствии с этим, к груп-
пе с «высокой чувствительностью» были отнесены 
образцы неоплазий, ИЦ которых был достоверно 
(P<0,05) выше медиального значения. Образцы опу-
холи, для которых ИЦ химиопрепаратов был ниже 
(P<0,05) медиального значения, относили к группе 
с «низкой чувствительностью». Образцы неопла-
зий, для которых ИЦ химиопрепаратов достоверно 
(P< 0,05) не отличался от медиального значения, от-
носили к группе с «умеренной чувствительностью». 
Всего протестировано n= 3089 посевов.

Пациентов, образцы неоплазий которых под-
вергались воздействию химиопрепаратов in vitro, 
также распределяли по группам в зависимости от 
эффективности проводимой химиотерапии. С этой 
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целью из историй болезни пациентов брали инфор-
мацию о радикальности хирургического вмеша-
тельства: тотальное (резекция 95% и более объёма 
опухоли), субтотальное (резекция 75–94% объема 
опухоли), частичное (резекция 50–74% объема 
опухоли) удаление, биопсия (удалении менее 50% 
объема опухоли) [6, 10, 30], спектре и концентра-
циях химиотерапевтических средств, применяв-
шихся в течение 1–4 курсов химиотерапии на про-
тяжении (3–6 мес), а также заключения, сделанные 
специалистами по магнитно-резонансной (МРТ) или 
компьютерной (КТ) томографии о положительной 
или отрицательной динамике объёма остаточной 
опухоли, наличии метастазов, рецидивов в ближай-
ших (спинной, головной мозг) и отдаленных регио-
нах. Результаты МРТ или КТ сопоставляли с данны-
ми предыдущих исследований, проведенных после 
хирургической операции.

Эффективность проводимой химиотерапии па-
циентов оценивали по выраженности ответа опу-
холи на лечение. Были сформированы три группы: 
в группу «Ремиссия» (Р) вошли пациенты со всеми 
формами хирургической резекции новообразова-
ния, у которых наблюдали исчезновение или умень-
шение размеров контрастирующей части опухоли 
не менее чем на 50% при двух идентичных КТ или 
МРТ исследованиях, интервал между которыми со-
ставлял не менее 6 недель при отсутствии диссеми-
нации. Группа «Стабилизация» (С) включала паци-
ентов со всеми формами хирургической резекции 
неоплазий, у которых констатировали отсутствие 
увеличения размеров опухоли (реакция сохранив-
шейся их части), отсутствие ремиссии и диссемина-
ции. В группу с «Прогрессированием заболевания» 
(ПЗ) вошли пациенты со всеми формами хирурги-
ческой резекции неоплазий, у которых наблюдали 
увеличение объёма опухоли на 25% и более или 
возобновление её роста после химиотерапии, нали-
чие очагов метастазирования в соседние отделы го-
ловного мозга или в спинной мозг, диффузный, ин-
фильтративный рост новообразования по данным 
визуализации МРТ или КТ [1, 6]. На основании этих 
данных пациенты, прошедшие курсы химиотерапии, 
а также фрагменты их неоплазий, протестирован-
ные in vitro, были распределены по двум основным 
группам: «ответившие» и «не ответившие» на хими-
отерапию.

Клетки рассматривали как «ответившие» на 
химиотерапию при попадании в группы образ-
цов с «высокой» и «умеренной» чувствительно-
стью, и «не ответившие», если образцы относились 
к группе с «низкой» чувствительностью [26]. Па-

циентов считали «ответившими» на терапию при 
их принадлежности к группам «Ремиссия» и «Ста-
билизация», «не ответившими» считали пациентов, 
принадлежащих к группе «Прогрессия» [6].

В порядке выяснения потенциальных возмож-
ностей способа сообразно приведенной раскладке 
были рассчитаны его чувствительность (Se), специ-
фичность (Sp) и прогностическая значимость (PV). 
Чувствительность определяли как долю образцов 
в культуре с ИЦ более 31% в группе «с ответом на 
терапию» по формуле

                     Se = a / (a + c)  100%  (2)

где Se –  чувствительность, a –  истинно положи-
тельный результат –  количество образцов чувстви-
тельных клеток в группе пациентов с «ответом на 
терапию», с –  ложноотрицательный результат –  число 
образцов резистентных клеток в группе пациентов 
с «ответом на терапию». Специфичность выражали 
как процент резистентных и низкочувствительных 
образцов in vitro в совокупности «без ответа» на тера-
пию неоплазий [25].

                   Sp = d / (b + d)  100%  (3)

где Sp –  специфичность способа, b –  ложнопо-
ложительный результат –  количество образцов чув-
ствительных клеток в группе пациентов «без ответа на 
терапию», d –  истинно отрицательный результат –  ко-
личество образцов резистентных клеток в группе па-
циентов «без ответа на терапию» [9]. Положительную 
прогностическую ценность способа (+PV) определя-
ли по формуле

                (+PV) = a / (a + b)  100%  (4)

Отрицательную прогностическую ценность 
способа (–PV) рассчитывали по формуле

                 (–PV) = d / (d + c)  100%  (5)

Каждый эксперимент проводили в трех-пяти не-
зависимых повторах. Результаты представляли как 
средняя арифметическая плюс/минус стандартная 
ошибка средней для выборки (M±m). Для сравне-
ния двух групп по выраженности количественных 
признаков применяли стандартный t-тест Стью-
дента с помощью программы StatPlus2005 пакета 
Statistica 6.0. Достоверными считали различия при 
уровне значимости р<0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Итоги оценки чувствительности культивиру-
емых клеток астроцитарных (АА и ГБ) неоплазий 
в группах «ответивших» и «не ответивших» на хи-
миотерапию приведены в табл. 1.

Из данных таблицы 1 следует, что в группе 
«с ответом на терапию» наиболее чувствительными 
in vitro клетки опухолей оказались к темозоло-
миду, циклофосфамиду, карбоплатину, этопо-
зиду и цитарабину, а из препаратов, применявших-
ся в терапии –  к темозоломиду, этопозиду и циспла-
тину. Данные опухоли относились к группе «с уме-
ренной чувствительностью». В то же время клетки 
опухолей, принадлежащих к группе «без ответа», 
продемонстрировали низкую чувствительность ко 
всему набору тестируемых in vitro цитостатических 
средств (ИЦ < 31%), но особенно к цитарабину. 
В ряде используемых в лечении цитостатических 
препаратов максимальные достоверные отличия 
между группами «ответивших» и «не ответивших» 
наблюдали при воздействии этопозида.

Распределение образцов по характеру реакций 
анапластической астроцитомы и глиобластомы на 
терапию (табл. 2) позволило по формулам (2–5) 
рассчитать чувствительность, специфичность 
и прогностическую значимость предлагаемого 

способа оценки химиочувствительности клеток па-
циентов с астроцитарными опухолями.

Чувствительность способа для пациентов 
с астроцитарными опухолями составила 64,5% 
(29 образцов из 45 в группе «ответ на терапию»). 
Специфичность равнялась 77,8% (7 из 9 образцов 
в выборке «без ответа на терапию»). Положительная 
прогностическая ценность способа (+PV) –  93,5% (29 
образцов из 31). Отрицательная прогностическая 
ценность способа (–PV) –  30,4% (7 образцов из 23).

Химиочувствительность культур клеток эпен-
димом представлена в табл. 3.

Данные таблицы 3 показывают, что макси-
мальную цитотоксическую эффективность in vitro 
эпендимомы, принадлежащие к группе с «ответом 
на терапию», проявляли к цисплатину, метотрекса-
ту, циклофосфамиду и цитарабину. Данная группа 
опухолей обладала умеренной восприимчивостью 
к химиопрепаратам. В тоже время опухоли, относя-
щиеся к группе пациентов «без ответа на терапию», 
обладали умеренной чувствительностью к цита-
рабину, карбоплатину, метотрексату, цисплатину 
и этопозиду, тогда как к винкристину, циклофосфа-
миду и темозоломиду они проявляли низкую хими-
очувствительность. Чувствительность клеток но-
вообразований у пациентов в группах «с ответом» 
и «без ответа» на терапию статистически значимо 

отличалась для циклофосфами-
да, винкристина и цисплатина. 
Именно эти химиопрепараты во-
шли в курсы назначенного паци-
ентам лечения.

Распределение образцов по 
группам реакции на терапию 
позволило рассчитать чувстви-
тельность, специфичность и про-
гностическую значимость пред-
лагаемого способа для оценки 
химиочувствительности клеток 
эпендимомы (табл. 4).

Чувствительность способа 
для групп пациентов с эпенди-
момой составила 77,6% (38 об-
разцов из 49 в группе «с ответом» 
на терапию). Специфичность –  
91,0% (20 из 22 образцов в груп-
пе «без ответа» на терапию). По-
ложительная прогностическая 
ценность способа (+PV) –  95,0% 
(38 образцов из 40), отрицатель-
ная прогностическая значимость 
(–PV) –  64,5% (20 образцов из 31).

Таблица 1. Чувствительность in vitro клеток астроцитарных 
опухолей к химиопрепаратам в группах пациентов «с ответом» 

и «без ответа» на терапию

Химиопрепарат
Индекс цитотоксичности, %

Ответ на терапию (n= 14) Без ответа на терапию (n= 4)

Винкристин 35,8±5,335,8±5,3 21,7±7,6*21,7±7,6*

Карбоплатин 43,9±6,8 25,0±3,5*

Метотрексат 36,1±5,5 27,0±11,1

Темозоломид 47,3±4,747,3±4,7 28,5±3,4*28,5±3,4*

Циклофосфамид 34,7±14,534,7±14,5 29,7±4,7

Цисплатин 41,2±3,941,2±3,9 21,7±7,6*21,7±7,6*

Цитарабин 47,4±4,4 8,9±4,1*

Этопозид 50,6±5,450,6±5,4 4,3±3,3*4,3±3,3*

Медиальное значение 39,7± 1,8

Здесь и далее знаком * отмечены достоверные отличия индекса цитотоксично-
сти химиопрепаратов в группе пациентов «без ответа на терапию» от группы «с 
ответом на терапию». 
Жирным шрифтом выделен индекс цитотоксичности химиопрепаратов in vitro, 
которыми проводилась химиотерапия по протоколам в каждой группе пациентов
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Химиочувствительность куль-
тур клеток эмбриональных нео-
плазий представлена в табл. 5.

Из данных таблицы 5 следует, 
что наибольшую эффективность 
in vitro в отношении клеток эм-
бриональных неоплазий в груп-
пе пациентов «с ответом» на 
терапию проявляли цисплатин, 
циклофосфамид, цитарабин, 
метотрексат и карбоплатин. Не-
опластические клетки обладали 
умеренной химиочувствитель-
ностью к этим химиопрепаратам, 
а также к винкристину, темозо-
ломиду, цитарабину, этопозиду.

Неоплазии пациентов, при-
надлежащих к группе «без отве-
та на терапию», обладали низкой 
чувствительностью к циклофос-
фамиду и винкристину, тогда как 
к другим цитостатическим сред-
ствам, среди которых только ме-
тотрексат и этопозид применяли 
для химиотерапии, они прояв-
ляли умеренную химиочувстви-
тельность. Кроме того, чувстви-
тельность клеток эмбриональных 
неоплазий к метотрексату и ци-
клофосфамиду достоверно отли-
чалась между группами опухолей.

Опухоли «с ответом на тера-
пию» проявляли умеренную чув-
ствительность к двум препаратам 
(циклофосфамиду и цисплатину), 
которые были включены в прото-
кольную химиотерапию, а в груп-
пе неоплазий «без ответа на 
терапию» –  к метотрексату и это-
позиду.

Распределение образцов 
эмбриональных неоплазий по 
группам реакции на терапию 
позволило рассчитать чув-
ствительность, специфичность 
и прогностическую значимость 
предлагаемого способа для 
оценки химиочувствительности 
клеток (табл. 6).

Чувствительность способа 
для пациентов с эмбриональны-
ми неоплазиями составила 63,2% 

Таблица 2. Ответ in vivo астроцитарных опухолей пациентов 
на 3–6-месячную химиотерапию и чувствительность клеток 

к химиопрепаратам in vitro

Чувствительность 

глиальных клеток к 

химиопрепаратам

Количество образцов астроцитарных опухолей пациентов 

в зависимости от ответа на курс химиотерапии, %

Ответ на терапию (n=14) Без ответа на терапию (n=4)

Высокая 31,2% (14/45) –

Умеренная 33,3% (15/45) 22,2% (2/9)

Низкая 35,5% (16/45) 77,8%(7/9)

Примечание:  
Здесь и далее за образец принимали клетки опухоли, полученные от одного паци-
ента и экспонированные в культуре с одним из химиопрепаратов. В скобках заклю-
чены цифры, указывающие количество образцов с данным показателем чувстви-
тельности клеток in vitro из общей совокупности тестированных

Таблица 3. Чувствительность in vitro клеток эпендимомы 
к химиопрепаратам в группах пациентов «с ответом» 

и «без ответа» на терапию

Химиопрепарат
Индекс цитотоксичности, %

Ответ на терапию (n=11) Без ответа на терапию (n=5)

Винкристин 41,6±5,741,6±5,7 21,1±4,1*21,1±4,1*

Карбоплатин 44,7±3,744,7±3,7 46,2±8,046,2±8,0

Метотрексат 51,1±6,451,1±6,4 44,5±22,4

Темозоломид 43,7±8,4 32,5±18,8

Циклофосфамид 48,0±7,048,0±7,0 29,8±7,2*29,8±7,2*

Цисплатин 52,0±7,5 38,9±4,7*

Цитарабин 48,7±7,6 52,9±8,0

Этопозид 44,3±6,844,3±6,8 38,3±4,338,3±4,3

Медиальное значение 44,6 ± 1,8

Таблица 4. Ответ in vivo эпендимом пациентов 
на 3–6-месячную химиотерапию и чувствительность клеток 

к химиопрепаратам in vitro

Чувствительность 

клеток эпендимомы 

к химиопрепаратам

Количество образцов эпендимом пациентов 

в зависимости от ответа на курс химиотерапии, %

Ответ на терапию (n=11) Без ответа на терапию (n=5)

Высокая 32,7% (16/49) 4,5% (1/22)

Умеренная 44,9% (22/49) 4,5% (1/22)

Низкая 22,4% (11/49) 91,0% (20/22)
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(143 образца из 226 в группе с «ответом» на тера-
пию). Специфичность –  44,5% (16 из 36 образцов 
в группе «без ответа» на терапию). Положительная 
прогностическая ценность способа (+PV) –  88,1% 
(148 образца из 168). Отрицательная прогности-
ческая значимость (–PV) –  17,0% 
(16 образцов из 94).

Низкая специфичность в дан-
ной группе опухолей объясняется 
большим количеством образцов 
с умеренной и высокой химио-
чувствительностью в группе «без 
ответа» на терапию, большой ге-
терогенностью гистологических 
типов новообразований. Низкая 
отрицательная прогностическая 
значимость (–PV) обусловлена 
наличием большого количества 
образцов (78) с низкой эффек-
тивностью в группе пациентов 
с «ответом» на терапию.

Итоговое распределение хи-
миочувствительности культи-
вируемых клеток образцов всех 
изученных нейроэпителиальных 
опухолей суммирует табл. 7.

Данные таблицы и форму-
лы 2–5 констатируют следу-
ющие характеристики метода 
для пациентов с нейроэпители-
альными новообразованиями: 
чувствительность –  67,2% (200 
образцов из 320 в группе 
«с ответом» на терапию). Спец-
ифичность –  56,8% (38 из 67 об-
разцов в группе «без ответа» на 
терапию). Положительная про-
гностическая ценность варианта 
метода –  87,3% (200 образцов 
из 229). Отрицательная прогно-
стическая значимость –  26,6% 
(38 из 143 образцов).

Представленные характери-
стики способа оценки химиочув-
ствительности in vitro сравни-
ли с описанными в литературе. 
С этой целью было проанализи-
ровано 15 статей, где изложены 
аналогичные параметры различ-
ных способов оценки чувстви-
тельности клеток разных типов 
новообразований [9, 26, 29, 32]. 

Результаты обработки содержащихся в них данных 
представлены в таблице 8.

Параметры чувствительности и положительной 
прогностической значимости (+PV) разработан-
ного авторами метода совпадают с данными ли-

Таблица 5. Чувствительность in vitro клеток эмбриональных 
новообразований к химиопрепаратам в группах пациентов 

«с ответом» и «без ответа» на терапию

Химиопрепарат
Индекс цитотоксичности, %

Ответ на терапию (n=47) Без ответа на терапию (n=9)

Винкристин 35,0±2,935,0±2,9 29,0±4,429,0±4,4

Карбоплатин 37,7±4,237,7±4,2 42,8±7,2

Метотрексат 37,9±3,2 40,1±6,3

Темозоломид 36,8±4,236,8±4,2 39,3±5,0

Циклофосфамид 39,9±3,6*39,9±3,6* 25,9±2,2*25,9±2,2*

Цисплатин 43,8±3,543,8±3,5 42,7±8,4

Цитарабин 39,1±3,2 38,9±5,8

Этопозид 35,5±3,235,5±3,2 42,7±7,1

Медиальное значение 38,5±1,0

Таблица 6. Ответ in vivo эмбриональных неоплазий пациентов 
на 3–6-месячную химиотерапию и чувствительность клеток 

к химиопрепаратам in vitro

Чувствительность 

клеток эмбриональных 

опухолей 

к химиопрепаратам

Количество образцов эмбриональных опухолей 

пациентов в зависимости от ответа на курс 

химиотерапии, %

Ответ на терапию (n=47) Без ответа на терапию (n= 9)

Высокая 28,7% (65/226) 11,1% (4/36)

Умеренная 36,7% (83/226) 44,4% (16/36)

Низкая 34,5% (78/226) 44,5% (16/36)

Таблица 7. Ответ in vivo нейроэпителиальных неоплазий пациентов 
на 3–6-месячную химиотерапию и чувствительность клеток 

к химиопрепаратам in vitro

Чувствительность 

клеток мозговых 

опухолей 

к химиопрепаратам

Количество образцов нейроэпителиальных 

опухолей пациентов в зависимости от ответа на курс 

химиотерапии, %

Ответ на терапию (n=72) Без ответа на терапию (n=18)

Высокая 29,7% (95/320) 9,0% (6/67)

Умеренная 37,5% (120/320) 34,3% (23/67)

Низкая 32,8% (105/320) 56,8% (38/67)
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тературы. Значения специфичности и негативной 
прогностической значимости несколько ниже. Воз-
можным тому объяснением может служить неболь-
шое количество истинно отрицательных образцов 
(резистентных в группе «без ответа» на терапию) 
при значительном их количестве среди ложнопо-
ложительных (чувствительных в группе «без от-
вета» на терапию) и ложноотрицательных (не чув-
ствительных в группе «с ответом» на терапию). Это 
связано с неоднозначной степенью гетерогенности 
различных типов новообразований и наличием 
среди одного типа опухолей примерно одинако-
вой численности клеток, проявляющих чувстви-
тельность к химиотерапии (ИЦ химиопрепаратов 
достоверно не отличался и был выше медиальных 
значений для каждой группы опухолей) и устойчи-
вых к ней (ИЦ химиопрепаратов был ниже меди-
ального значения ИЦ). Количество последних ока-
залось особенно высоким в образцах от пациентов 
с эмбриональными опухолями, отличающихся оби-
лием раковых стволовых клеток [13, 18, 36] с вы-
раженной общей лекарственной толерантностью 
[8, 46]. Принимая во внимание относительную про-
стоту использования метода и скорость получения 
верифицированных результатов, небезоснователь-
но рекомендовать предложенный вариант метода 
по окрашиванию трипановым синим для подбора 
наиболее эффективных химиопрепаратов при зло-
качественных интракраниальных опухолях.

Методы индивидуальной оценки лекарственной 
чувствительности и устойчивости пока не использу-
ются широко в повседневной медицинской практике. 
Их преимущества в прогнозировании ответа опухо-
лей на терапию, как и предпочтительность продик-
тованных in vitro персонифицированных режимов 
перед конвентиальными, активно обсуждаются.

Одни авторы показали преимущества методов 
персонифицированного определения химиочув-

ствительности перед стандартной химиотерапией 
и, опираясь на высокую корреляцию культуральных 
ответов с клиническими (реакция опухолей, состоя-
ние пациентов, протяженность безрецидивного и об-
щего выживания), высказались в поддержку развития 
методов таргетированного подхода [1, 16, 21, 26, 32, 
37]. Другие исследователи не смогли выявить пре-
имуществ методов индивидуальной оценки хими-
очувствительности перед протокольными и заняли 
отрицательную позицию [22, 27, 28]. Третьи авторы, 
установив лишь частичные преимущества в персо-
нифицированном тестировании химиочувствитель-
ности, заняли промежуточную позицию [22, 27]. 
Нередко наблюдения по сопоставлению результатов 
in vitro и ex vivo были малочисленны, а если и име-
ли представительную выборку, то не были аккуратно 
спланированы. Порой в них отсутствуют сведения 
о длительности безрецидивного и общего выжива-
ния пациентов, его качестве, неблагоприятных по-
бочных реакциях, а также не фигурируют «слепые» 
сравниваемые группы [15, 37]. Отсюда проистекает 
известная сдержанность в общей оценке проблемы. 
В 2012 г. появился обширный системный обзор [15] 
членов рабочей группы Американской ассоциации 
клинической онкологии (American Society of Clinical 
Oncology –  ASCO), посвященный критическому ана-
лизу преимуществ, директированных существую-
щими методами определения in vitro терапии перед 
групповой. Резюмирующая часть содержит форму-
лировку: «использование химиотерапевтических пре-
паратов для индивидуализации терапии пациентов 
не рекомендуется объективной реальностью» пока 
не будет проверено медицинской практикой. Между 
тем, по мнению онкологов, поскольку персонифици-
рованная стратегия, опирающаяся на культуральные 
исследования, несет в себе потенциальную перспек-
тиву, право на ее клиническое испытание остается 
приоритетным. Широкомасштабное внедрение ме-

Таблица 8. Средние значения показателей различных методов анализа химиочувствительности 
культур клеток, отличных по гистологическим типам типов неоплазий

Метод
Чувствительность 

(Se), %

Специфичность 

(Sp), %

Положительная 

прогностическая 

ценность (+PV), %

Отрицательная 

прогностическая 

ценность (–PV), %

Метод, разработанный 
авторами

67,2 56,8 87,3 26,6

Данные литературы
65,2 ±5,9

(16,6–100)
79,1± 6,4
(27–100)

78,1± 3,2
(42,7–100)

76,9±5,2
(19–97,7)
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