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значимо уменьшалось использование всех 
продуктивных копинг-стратегий (p < 0,01) и 
наблюдался рост использования непродуктив-
ной копинг-стратегии «избегание» (p > 0,05). 
Продуктивная копинг-стратегия «поиск соци-
альной поддержки», находившаяся в период 
начальной ремиссии по частоте использования 
на первом месте (время, когда пациентам ока-
зывалась интенсивная поддержка со стороны 
специалистов, семьи, значимых близких), по 
мере удлинения ремиссии использовалась все 
реже, ухудшалось ее использование и в реци-
дивоопасных ситуациях. Наши данные о низ-
кой готовности пациентов с алкогольной зави-
симостью к вхождению в социально поддер-
живающие сети и необходимости длительной 
реабилитационной работы по воспитанию у 
них такой стратегии поведения согласовыва-
ются с данными других авторов [7]. 

Заключение 
В процессе формирования компенсиро-

ванной терапевтической ремиссии у пациентов 
с алкогольной зависимостью использование 
непродуктивных копинг-стратегий уменьша-
лось, а большинство продуктивных — увели-
чивалось, при возникновении рецидивоопас-
ных клинических состояний ремиссионного 
периода наоборот: использование продуктив-
ных стратегий уменьшалось (p < 0,01), а не-
продуктивных — увеличивалось. 

Продуктивная стратегия «поиск соци-
альной поддержки» чаще других использова-
лась пациентами с алкогольной зависимо-
стью в период становления терапевтической 
компенсированной ремиссии, однако ее ис-
пользование ухудшалось по мере удлинения 
компенсированной ремиссии и в рецидиво-
опасных ситуациях.  

Установленные закономерности можно ис-
пользовать как тактические цели и критерии эф-

фективности долгосрочной психотерапии и реа-
билитации лиц с алкогольной зависимостью. 
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Для определения ответа клеток на противолейкозные препараты in vitro в концентрации, близкой к те-
рапевтической в крови, предложен диагностический набор, который включает панель лиофилизированных 
лекарственных средств, с помощью которой можно сравнить чувствительность лейкозных клеток пациента 
к различным препаратам. 
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To assess the response of cells to antileukemic drugs in vitro in the concentration, similar to the therapeutic in 
blood, a diagnostic kit has been suggested to switch the panel of frozen-dried drugs that can help to compare the 
sensitivity of the patient`s leukemic cells to different preparations.  
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Введение 
Формирование лекарственной резистентно-

сти, часто независимо от отдельных молекулярно-
генетическиих и цитогененетических свойств 
лейкозных клеток, является причиной отсутствия 
клинического ответа пациентов с опухолевыми 
заболеваниями кроветворной ткани, если терапия 
оказывается неадекватной лекарственной чувст-
вительности клеток [1–6]. В таких случаях именно 
соответствие чувствительности клеток и конкрет-
ной цитостатической терапии в значительной сте-
пени определяет ее эффективность. 

Следует отметить, что при отдельных фор-
мах опухолевых заболеваний кроветворной тка-
ни пациенты обнаруживают нечувствительность 
к ряду препаратов еще до начала терапии (так 
называемая первичная лекарственная резистент-
ность), что еще раз подчеркивает целесообраз-
ность постоянного мониторирования химиочув-
ствительности лейкозных и лимфомных клеток 
на всех этапах течения заболевания [7]. 

В этой связи становится очевидной целе-
сообразность выбора из множества сущест-
вующих вариантов определения ответа лей-
козных клеток на повреждение in vitro тера-
певтическими средствами (по снижению про-
лиферативного потенциала клеток, их клоно-
генной или ферментативной активности, за-
пуску программы апоптоза и др.) наиболее 
пригодного для клинических целей метода. 

Однако методы, предлагаемые для диагно-
стики лекарственной чувствительности in vitro, 
часто требуют больших временных и матери-
альных затрат с использованием относительно 
сложных расчетов [8–13]. 

Цель работы 
Разработка менее трудоемкого, но достаточно 

информативного скринингового метода доклини-
ческой диагностики лекарственной чувствитель-
ности опухолевых клеток кроветворной ткани. 

Материал и методы 

Источниками для выделения мононукле-
арных клеток, являющихся объектом исследо-
вания, служат, прежде всего, периферическая 
кровь и костный мозг (не исключается исполь-
зование в качестве источника клеток лимфати-
ческих узлов, плевральной, спинномозговой 
или асцитной жидкости) пациентов с опухоле-
выми заболеваниями кроветворной ткани. 
Жизнеспособность клеток, которая должна 
быть не менее 85 %, контролируют с помощью 
трипанового синего и культивируют в пита-
тельной среде с необходимыми добавками при 
37 °С во влажной атмосфере 5 % СО2. Время 
культивирования клеток в экспериментальной 
части работы варьировало от 24 до 96 ч. Химиоп-
репараты использовали в концентрации, близкой 
к терапевтической в крови, с учетом фармакоки-
нетики лекарственных средств (Стер) или готовили 
ряд разведений препаратов для определения кон-
центрации 50 %-ного ингибирования (IC50) по 
графику устойчивости путем аппроксимации. 

Чувствительность опухолевых клеток к 
цитостатикам определяли с помощью теста с 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-з2,5-дифенил тет-
разолиум бромида (МТТ). Проводили МТТ-
тест следующим образом [14]. Закрытый 96-
луночный планшет с анализируемыми концен-
трациями исследуемого химиопрепарата и 
клетками в питательной среде переносили в 
стандартные условия и инкубировали в тече-
ние 44 часов (в большинстве случаев непо-
средственно при работе с набором). По окон-
чании срока культивирования в каждую тес-
тируемую лунку планшета (в том числе и в 
лунки, которые содержат только ростовую 
среду) добавляли по 20 мкл приготовленного 
раствора МТТ. Через 4 часа инкубации с МТТ 
во все лунки добавляли равный объем солю-
билизирующей смеси, содержащей изопропа-
нол, 10 % додецилсульфата натрия, 0,01 N со-
ляной кислоты. Для полноты растворения со-
держимое лунок энергично пипетировалось 



Проблемы здоровья и экологии 96

(20–30 толчков на лунку). Закрытый планшет 
переносили в холодильник и выдерживали в 
течение 20–25 мин до осаждения пены в тес-
тируемых лунках. Планшет переносили в им-
муноферментный спектрофотометр, предва-
рительно установив на приборе фильтр с  = 
540 нм. Полученные величины оптической 
плотности переводили в проценты, используя 
формулы 1 и 2: 
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(формула используется, если прибор авто-
матически вычитает фоновое значение среды), 

где ЖК — жизнеспособность клеток, ОП1 — 
средняя оптическая плотность триплета лунок 
с клетками, которые подвергались воздейст-
вию; ОП2 — средняя оптическая плотность 
триплета лунок с интактными клетками; ОП3 — 
средняя оптическая плотность лунок с полной 
культуральной средой. Результаты считали 
адекватными, если ОП1–ОП3 > 0,05. Рассчи-
тывали среднее значение и ошибку среднего 
для каждого анализируемого цитотоксического 
соединения, используя соответствующие стан-
дартные статистические формулы или компь-
ютерные статистические программы. 

Для лиофилизации растворов лекарствен-
ных препаратов в планшетах их замораживали 
до низкой температуры (15 мин, –20 С, не ме-
нее 1 ч –40С, –80 С в течение 3 ч) и помеща-
ли в предварительно охлажденный аппарат для 
лиофильной сушки. Продолжительность вы-
сушивания составляла 12 ч при температуре –60 С 
и вакууме при давлении 0,011 мбар. Далее 
планшет помещали в герметичную упаковку и 
хранили до использования при 4 С. 

Для математической обработки и стати-
стического анализа данных использовали про-
граммы «Microsoft Excel» и «Statistica», 6.0. 

Результаты и обсуждение 
Прежде всего показали, что информацию о 

химиочувствительности лейкозных клеток мож-
но получить не только при анализе чувстви-
тельности клеток к ряду разведений препарата, 
но и при использовании in vitro только одной 
концентрации лекарственного средства, а имен-
но близкой к терапевтической в крови. На ри-
сунках 1–4 представлены сравнительные дан-
ные определения IC50 и Стер на примере клеток 
пациентов с хроническим лимфоцитарным 
лейкозом (ХЛЛ). 

В этой части исследований образцы клеток 
классифицировали по чувствительности отно-
сительно медианного значения IC50 и по вы-

живаемости клеток при расчетной терапевти-
ческой концентрации. Резистентными считали 
образцы клеток, IC50 которых выше медиан-
ного значения или выживаемость клеток кото-
рых при Стер превышала средний показатель 
для исследуемой группы пациентов. 

Так, при исследовании клеток пациентов с 
ХЛЛ протестированная терапевтическая кон-
центрация флударабела составила 5 мкг/мл 
(рисунок 1). При оценке зависимости измене-
ния выживаемости клеток пациентов с ХЛЛ от 
концентрации флударабела при использовании 
ряда разведений препарата медианное значе-
ние IC50 составило 3 мкг/мл, разброс значений 
в 25–75 персентилях от 0,2 до 19 мкг/мл. При 
принятой Стер флударабела 5 мкг/мл, которая 
достоверно не отличалась от рассчитанной 
IC50 (p > 0,05), медиана выживаемости соста-
вила 41 (28–61) % жизнеспособных клеток. 
Соответственно, образцы, в которых выжи-
ваемость клеток превышала медианное значе-
ние, оценивали как резистентные, а группу 
образцов, жизнеспособность лейкозных кле-
ток в которой была ниже, классифицировали 
как чувствительную. 

Оказалось, что определение случаев рези-
стентности и чувствительности в исследован-
ных модификациях МТТ-теста совпадает более 
чем на 90 %, что подтверждено статистически 
с помощью критерия χ2 (χ2 = 38,5, p < 0,00001). 

Аналогичные результаты получены для 
других лекарственных препаратов (рисунки 2-
4). Для лейкладина, доксорубицина и винкри-
стина IC50 достоверно не отличались от Стер. 

Таким образом, упрощенный вариант 
оценки лекарственной устойчивости не усту-
пает классическому в точности анализа и по-
зволяет экономить время и расходные мате-
риалы. Учитывая эти преимущества, мы пола-
гали возможным использовать модифициро-
ванный МТТ-тест при создании набора для 
клинических исследований. 

Далее, при сравнении результатов опреде-
ления лекарственной чувствительности клеток к 
растворам лекарственных средств и их лиофили-
затам, использование которых облегчает выпол-
нение теста и делает его более доступным для 
скрининговых исследований, установлена воз-
можность применения лиофилизированных ле-
карственных препаратов для диагностики химио-
чувствительности лейкозных клеток (таблица 1). 

В итоге в разрабатываемом наборе реаген-
тов для количественного определения лекарст-
венной чувствительности лейкозных клеток пре-
дусмотрена еще и возможность при непосредст-
венном определении ответа клеток на лекарст-
венные препараты не производить их розлив. 

Обоснованные модификации процедуры 
тестирования лекарственной чувствительности 
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лейкозных клеток, будучи по сути оригиналь-
ными при использовании их для создания на-
бора реагентов, вписываются в общее направ-
ление поиска информативных и доступных 
способов диагностики лекарственной чувстви-
тельности опухолевых клеток [10, 15]. 

В состав набора включаются 96-луночный 
планшет с лиофилизированными лекарствен-
ными препаратами, среда для культивирования 
клеток, раствор МТТ, физиологический рас-
твор, раствор солюбилизатора. Как уже отме-
чалось, концентрации препаратов рассчитаны 
таким образом, чтобы лейкозные клетки в лун-

ках планшета при выполнении тестирования 
подвергались воздействию противолейкозных 
препаратов в дозах, близких к терапевтиче-
ским в крови. Набор препаратов предназначен 
для проведения анализа спектра индивидуаль-
ной химиочувствительности одного образца 
клеток (до 24 лекарственных препаратов). Для 
каждого образца клеток на микропланшетном 
спектрофотометре регистрируется оптическая 
плотность лунок с клетками, обработанными 
различными препаратами, ряда контрольных 
лунок со средой для культивирования клеток и 
контрольных лунок с интактными клетками. 

 

 

                                                    А                                                                         Б 

Рисунок 1 — Определение резистентности к флударабелу клеток пациентов с ХЛЛ 
с помощью классического (А) и модифицированного (Б) МТТ-теста 

 

 
Рисунок 2 — Определение резистентности к лейкладину клеток ХЛЛ с помощью классического 
и модифицированного МТТ-теста. Чувствительность модифицированного теста — 92 %, 

специфичность — 90 % 

Стер = 2 мкг/мл 
IC50 = 1,7 мкг/мл 
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Рисунок 3 — Определение резистентности к доксорубицину клеток ХЛЛ 
с помощью классического и модифицированного МТТ-теста. 

Чувствительность модифицированного теста — 95 %, специфичность — 85 % 
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Рисунок 4 — Определение резистентности к винкристину клеток ХЛЛ 

с помощью классического и модифицированного МТТ-теста. 
Чувствительность модифицированного теста — 89 %, специфичность — 86 % 

Таблица 1 — Образец сравнительного ответа клеток пациента с ХЛЛ на нелиофилизированные и 
лиофилизированные лекарственные препараты 

Чувствительность клеток 
Лекарственный препарат 

к нелиофилизированным препаратам к лиофилизированным препаратам 
Флударабел Высокая Высокая 
Циклофосфамид Низкая Низкая 
Митоксантрон Низкая Низкая 
Лейкладин  Очень высокая Очень высокая 
Преднизолон Умеренная Низкая 
Винкристин Умеренная Умеренная 
Доксорубицин Высокая Высокая 
Хлорамбуцил Умеренная Умеренная 
Дексаметазон Умеренная Умеренная 
Рубомицин  Высокая Высокая 
Кармустин  Резистентность Резистентность 
Мелфалан Высокая Очень высокая 
Иматиниб Умеренная Умеренная 
Цитарабин Высокая Высокая 
Этопозид Высокая Высокая 
Тиогуанин Низкая Умеренная 
Меркаптупурин Резистентность Низкая 
Аспарагиназа Низкая Низкая 
Метотрексат Резистентность Резистентность 
Цисплатин Высокая Высокая 
Бортезомиб Умеренная Умеренная 
Мабтера  Низкая Умеренная 
Алемтузумаб Умеренная Умеренная 

 

Стер = 1 мкг/мл 
IC50 = 0,8 мкг/мл 

Стер = 0,05 мкг/мл 
IC50 = 0,10 мкг/мл 
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Представление о лекарственной панели 
набора дает приведенная на рисунке 5 схема 

распределения препаратов и соответствующих 
контролей по лункам 96-луночного планшета. 

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

А NaCl BLK FLL FLL FLL DM DM DM MRN MRN MRN BLKAt

B NaCl BLK CHP CHP CHP RUB RUB RUB ASP ASP ASP BLKAt

C NaCl BLK MITX MITX MITX KAR KAR KAR MET MET MET BLKAt

D NaCl BLK LEI LEI LEI MLF MLF MLF CP CP CP BLKAt

E NaCl K PRD PRD PRD IMA IMA IMA BRD BRD BRD KAt 

F NaCl K VINC VINC VINC CTR CTR CTR MAB MAB MAB KAt 

G NaCl K DOX DOX DOX ETO ETO ETO ALEM ALEM ALEM KAt 

H NaCl K CHL CHL CHL TGN TGN TGN NaCl NaCl NaCl KAt 

Рисунок 5 — Схема распределения препаратов и контролей по лункам планшета 

Примечания: 
NaCl — физраствор; 
BLK — бланк стандартный; 
BLKAt — бланк для антител; 
K — контроль стандартный; 
KAt — контроль для антител; 
FLL — флударабел; 
CHP — циклофосфамид; 
MITX — митоксантрон; 
LEI — лейкладин; 
PRD — преднизолон; 

 
VINC — винкристин; 
RUB — рубомицин; 
KAR — кармустин; 
MLF — мелфалан; 
IMA — иматиниб; 
CTR — цитарабин; 
ETO — этопозид; 
TGN — тиогуанин; 
MRN — меркаптопурин; 
ASP — L-аспарагиназа; 

 
MET — метотрексат; 
CP — цисплатин; 
BRD — бортезомиб; 
MAB — ритуксимаб; 
ALEM — алемтузумаб; 
DOX — доксорубицин; 
CHL — хлорамбуцил; 
DM — дексаметазон 

 
 

Для каждого лекарственного препарата ис-
пользуют по 3 лунки (триплеты), как указано на 
схеме. Триплеты необходимы для получения 
среднего значения и ошибки среднего. Расчетные 
формулы используются в зависимости от типа 
спектрофотометра (с автоматическим вычитанием 
фонового значения среды или без него). 

Рекомендуется составление индивидуаль-
ного профиля лекарственной чувствительности 
опухолевых клеток в соответствии с примером, 
приведенным в таблице 2. 

Характеризовать выраженность чувстви-
тельности опухолевых клеток к анализируе-
мым лекарственным препаратам in vitro услов-
но можно и следующим образом: очень высо-
кая чувствительность клеток к препарату < 15 % 
выживших клеток; высокая чувствительность 
15 — < 40 % выживших клеток; умеренная 
чувствительность 40 — < 60 % выживших кле-
ток; низкая чувствительность 60 — <90 % вы-
живших клеток; резистентность клеток к пре-
парату ≥ 90 % выживших клеток. 

Таблица 2 — Образец индивидуального профиля лекарственной чувствительности клеток in vitro при ХЛЛ 

Лекарственный 
препарат 

Выживаемость клеток 
после воздействия препаратов, % 

Чувствительность клеток 
к препаратом 

Ранжирование препаратов набора по эффективности воздействия на клетки 
Лейкладин 4,4 ± 2,5 Очень высокая 
Мелфалан 13,9 ± 4,0 Очень высокая 
Цитарабин 20,4 ± 2,1 Высокая 
Доксорубицин 20,8 ± 3,0 Высокая 
Рубомицин  28,1 ± 2,3 Высокая 
Этопозид 29,2 ± 2,4 Высокая 
Флударабел 31,9 ± 2,0 Высокая 
Цисплатин 38,8 ± 2,3 Высокая 
Винкристин 41,5 ± 1,7 Умеренная 
Иматиниб 41,5 ± 9,6 Умеренная 
Хлорамбуцил 42,2 ± 2,3 Умеренная 
Бортезомиб 43,0 ± 6,1 Умеренная 
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Окончание таблицы 1 

Лекарственный 
препарат 

Выживаемость клеток 
после воздействия препаратов, % 

Чувствительность клеток 
к препаратом 

Ранжирование препаратов набора по эффективности воздействия на клетки 
Дексаметазон 47,6 ± 3,5 Умеренная 
Мабтера 50,4 ± 8,9 Умеренная 
Алемтузумаб 58,3 ± 13,2 Умеренная 
Тиогуанин 58,6 ± 2,7 Умеренная 
Преднизолон 59,4 ± 6,1 Умеренная 
Митоксантрон 83,1 ± 8,7 Низкая 
Циклофосфамид 84,2 ± 2,9 Низкая 
Меркаптупурин 87,3 ± 9,4 Низкая 
Аспарагиназа 90,0 ± 5,0 Резистентность 
Кармустин  97,6 ± 0,8 Резистентность 
Метотрексат 99,1 ± 4,1 Резистентность 

 
 

Естественно, что следует иметь в виду та-
кие трудности в получении результатов in vitro, 
как недостаточное количество клеток в иссле-
дуемом образце или низкое относительное со-
держание среди них опухолевых клеток, а так-
же возможные неопределенности в сопостав-
лении рeзультатов, полученных in vitro, с 
оценкой ответа на терапию in vivo в связи с 
особенностями метаболизма цитостатиков в 
печени, скорости выведения лекарственных 
препаратов из организма, реакций организма 
на лейкозные клетки, в том числе и их взаимо-
действие со стромой, и др. 

Заключение 
Количественное определение жизнеспо-

собности лейкозных клеток in vitro после кон-
такта с цитостатиками важно для сравнитель-
ной оценки противолейкозной активности 
компонентов панели лекарственных препара-
тов, что может быть адекватным основанием 
принятия решения о выборе тактики терапии в 
конкретных условиях. 

Использование вместо ряда концентраций 
одной концентрации препаратов, близкой к те-
рапевтической в крови, для определения ле-
карственной чувствительности лейкозных кле-
ток не препятствует сохранению достаточной 
информативности теста. 

Лиофилизация растворов лекарственных 
препаратов заметно не влияет на их противо-
лейкозную активность и позволяет использо-
вать при определении лекарственной чувстви-
тельности готовую панель препаратов. 

Результаты исследований химиочувстви-
тельности лейкозных клеток пациента дают воз-
можность составить индивидуальный профиль 
лекарственной чувствительности его клеток. 

Разработанный набор реагентов предназна-
чен прежде всего для скрининговых исследова-
ний, для которых важны экономия времени и 
удобство при выполнении тестирования, отсут-
ствие ограничений в проведении неоднократных 

исследований по показаниям, доступность для 
ряда клинико-диагностических лабораторий.  
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