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(57) Спосіб визначення показань до хіміотерапії
раку молочної залози, що включає дослідження
пухлини in vitro, який відрізняється тим, що
післяопераційні експлантати з пухлини культиву-
ють у дифузійних камерах протягом 5 діб,
поділяють на контрольний та досліджувані зразки,
в останні додають циклофосфамід, доксорубіцин,
флуороурацил в розрахунку 0,06 мг, 0,02 мгта 0,3
мг, ВІДПОВІДНО, на 2 мл культурального середови-
ща, відтворюють тримірний ріст пухлинних клітин,
порівнюють результати і при стимуляції чи
пригніченні росту клітин у досліджуваному ма-
теріалі судять про показання до хіміотерапії

Винахід відноситься до медицини, а саме до
онкологи, і може бути використаний для визначен-
ня показань до хіміотерапії в комплексному ліку-
ванні раку молочної залози (РМЗ)

Лікування раку молочної залози в основному
передбачає комплексний ПІДХІД - застосування
хірургічного лікування, опромінення, хіміотерапії та
гормонотерапії Хоча хірургія залишається дуже
важливим етапом у лікуванні, проте постійно під-
вищується вклад у загальний успіх консервативних
методів, зокрема хіміотерапії [1] Застосування хі-
міотерапії обгрунтовано результатами рандомізо-
ваних досліджень, проведених у КІНЦІ 70-Х років в
Європі та США, які показали, що ад'ювантна хіміо-
терапія покращує прогноз у хворих до менопаузи
при наявності метастазів у репонарних лімфатич-
них вузлах [2,3] Пізніше були представлені дослі-
дження в яких обгрунтували правомочність засто-
сування профілактичної хіміотерапії у хворих з
пухлинами понад 1см в діаметрі з негативними
лімфовузлами, при ОЦІНЦІ ІНШИХ пргностичних чин-
ників (ГІСТОЛОГІЧНИЙ ТИП І диференціація пухлини,
експресія гормональних рецепторів, Р53, her-2
new, та ін ) [4,5] Але проблема хіміотерапевтично-
го лікування раку молочної залози полягає в роз-
витку резистентності до дії цитостатиків при три-
валому лікуванні чи з самого початку лікування
Тому важливим питанням в призначенні хіміотера-
певтичного лікування є прогнозування ефективно-

сті останнього Дослідження Фішера, Бонадони та
інших [6,7,8] про черговість застосування схеми
ЦМФ та антрациклінових антибіотиків при
ад'ювантному лікуванні РМЗ показала переваги
першочергового використання схем які включають
антрацикліни Можливе пояснення кращого вижи-
вання після лікуваня антрацикліновими антибіоти-
ками в тому, що доксорубіцин запобігає утворенню
резистентних до ЦМФ клітин в пухлині Ідея поля-
гає в тому, що при виборі ад'ювантної хіміотерапії
важливо зупинитись на оптимальній схемі з міні-
мальною можливістю розвитку резистентності і
максимальним терапевтичним ефектом Оцінка
чутливості до дії цитостатіків пухлини та метаста-
зів є актуальною при виборі конкретних схем хіміо-
терапії і взагалі при визначенні показань до хіміо-
терапевтичного лікування Оскільки існують форми
раку молочної залози в яких хіміотерапія є неефе-
ктивною і більш ефективним є призначення про-
меневої терапії чи гормонотерапії

ВІДОМІ способи вибору схеми хіміотерапії на
основі визначення прогностичних чинників в пух-
лині (гормональних рецепторів, маркерів апоптоза,
проліферації та регуляції клітинного циклу) [9]
Вивчають значення моніторінгу мікрометастазів в
кістковому мозку при проведенні хіміотерапії [10]
Успіх ранньої післяопераційної хіміотерапії обґрун-
товується гіпотезою Goldie-Goldman, яка пояснює
необхідність ранньої дії на метастази враховуючи
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можливість утворення хімюрезистентних мутант-
них клонів [11] За прототип нами вибраний спосіб
[12] визначення чутливості пухлини до хіміопрепа-
ратів залежно від ступеня інактивації ТІОЛІВ ПІД
ДІЄЮ цих препаратів в пухлині При рості пухлини з
виробленою резистентністю в організмі має місце
зниження реакційної здатності ТІОЛІВ не тільки тка-
нини пухлини, але і в сироватці крові Виявлена
пряма залежність між мірою чутливості пухлини до
протипухлинного препарату та ступенем інактива-
ції ТІОЛІВ під впливом цього препарату в тканині
пухлини На основі цих даних було розроблено
метод визначення чутливості пухлин до протипух-
линних препаратів в системі in vitro з використан-
ням в якості тест-об'єкту не тільки тканини пухли-
ни, але й сироватки крові

До недоліків прототипу слід віднести неточ-
ність визначення чутливості до хіміотерапії раку
молочної залози на основі непрямих даних реак-
ційної активності ТІОЛІВ в пухлині та сироватці кро-
ві Спосіб дозволяє прогнозувати чутливість до
обмеженої групи цитостатиків препаратів платини,
алкілуючих сполук та антрациклінових антибіоти-
ків

Задачею заявленого винаходу є підвищення
точності визначення показань до хіміотерапії раку
молочної залози

Технічний результат, який отримують в ре-
зультаті вирішення задачі, полягає у правильному
виборі складу схеми хіміотерапії, що сприяє по-
кращанню результатів лікування хворих на рак
молочної залози подовженню тривалості життя
хворих та підвищенню безрецидивної виживаємо-
сті Залежно від того чи буде стимуляція росту
клітин пухлини, пригнічення його чи деструкція
клітин індивідуально будуть призначені рекомен-
дації до хіміотерапії Спосіб дозволяє визначити
хворих в яких існує резистентність до хіміотерапе-
втичного лікування і навпаки визначити хворих з
тим чи іншим ступенем чутливості до хіміопрепа-
ратів Такий ПІДХІД дозволить утриматися від не-
правильного призначення лікування, в тих випад-
ках де ефекту не буде і навпаки можливе
прогресування захворювання при призначенні
стандартних схем хіміотерапії

Поставлену задачу досягають тим, що в відо-
мому способі, який включає дослідження пухлини
in vitro, ВІДПОВІДНО до винаходу післяопераційні
експлантати з пухлини культивують у дифузійних
камерах протягом 5 діб, поділяють на контрольний
та досліджувані зразки, в останні додають хіміо-
препарати, відтворюють тримірний ріст пухлинних
клітин, порівнюють результати і при стимуляції чи
пригніченні росту клітин у досліджуваному матері-
алі судять про показання до хіміотерапії

Спосіб виконують таким чином Під час опера-
ції у хворих на рак молочної залози (після секто-
ральної резекції залози з пухлиною) беруть опера-
ційний матеріал кусочок пухлини, розміром 2 х
2мм і поміщують його в культуральне середовище
RPMI-1640 Матеріал транспортують до лаборато-
рії протягом 1 - 3 годин, хоч можливо перебування
кусочка пухлини в середовищі і холодильній каме-
рі до 1 доби Операційний матеріал подрібнюють
до шматочків 1мм , їх розміщують на фільтри ди-
фузійної камери, і поміщують в 24 лубочні план-

шети з культуральним середовищем RPMI-1640 з
добавленням глютаміну та 20% ембріональної
телячої сироватки терміном на 5 діб при +37°С і
5% вмісту СОг Через 5 діб фільтри дифузійної
камери фіксують спирт-фармолом, забарвлюють
гематоксилином за Карачі, просвітлюють в ксилолі
та заключають в канадський бальзам [13] За до-
помогою дифузійних камер відтворюють тривимір-
ний ріст пухлинних клітин у короткострокових
культурах Через три доби культивування на пове-
рхні міліпорних фільтрів формуються багатошаро-
ві колонієподібні структури, орієнтовані по спіралі
навколо центра (сфероїди) Виділяють контрольну
культуру та досліджувані, в які добавляють окремо
флуороурацил в дозі 15мг/кг - в пропорційному
перерахунку на 2мл культурального середовища з
експлантатом тобто 0,3мг, доксорубіцин в дозі
1мг/кг - в пропорційному перерахунку на 2мл куль-
турального середовища з експлантатом
0,02мг/кг, та циклофосфамід в дозі Змг/кг, в пропо-
рційному перерахунку на 2мл культурального се-
редовища з експлантатом - 0,06мг/кг Дози були
перераховані в пропорціях з КЛІНІЧНОГО викорис-
тання в ОНКОЛОГІЧНІЙ практиці [14] Окремо виро-
щують контрольну групу клітин для порівняння
куди не добавляють хіміотерапевтичні препарати
Для диференційного визначення особливостей
росту експлантатів пухлин, ізольованих пухлинних
клітин та їх взаємодії з цитостатиками використо-
вували 9-бальну систему морфологічної оцінки
[13], яка давала можливість детально охарактери-
зувати ріст пухлинних клітин в дифузійних камерах
і представити дані в графічному режимі 1 Ріст
відсутній 2 Невиразний ріст, міграція пухлинних
клітин 3 Створення моношару початкові етапи 4
Поява моношару низької густини (опосередкова-
ний ріст) 5 Створення моношару середньої густи-
ни 6 Початкові етапи сфероідоу творення кон-
гломерати клітин 7 Сфероідоутворення (1 - 2
сфероїди в полі зору) 8 Сфероідоутворення (3 - 5
сфероїдів у полі зору) 9 Інтенсивне сфероідоут-
ворення (10-12 сфероїдів у полі зору)

Паралельно із другої частини пухлини після
виконання основного об'єму операції вивчають
гістологічну будову пухлин та вміст в них рецепто-
рів гормонів та рецептора епідермального фактору
роста

Приклади конкретних виконань
Хвора Поліщук Л К 1953 року народження, №

а/к-14679/01 4 10 2001 р оперована з приводу раку
лівої молочної залози 3 стадії, Тг N2 Мо, 2 клінічна
група Виконана паліативна квадрантектомія мо-
лочної залози Хвора не давала згоду на мастек-
томію Одночасно в стерильних умовах взяли ку-
сочок пухлини розміром 2 х 2мм і помістили його в
культуральне середовище RPMI-1640 Матеріал
транспортували до лабораторії, де проводили до-
слідження росту експлантатів пухлини в культура-
льному середовищі з додаванням туди хіміотера-
певтичних препаратів (циклофосфамід,
доксорубіцин, флуороурацил) В пухлині імунопс-
ТОХІМІЧНО виявили рецептори до естрогену -ER-,
прогестерону -PR-, рецептор епідермального фак-
тору росту Her 2/new ++ Реакція експлантатів пу-
хлини була наступною контроль - 2 бали росту, в
середовищі з циклофосфамідом 1 бал, з доксору-
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біцином 1 бал і з флуороурацилом 1 бал Як видно
з експерименту - ріст пухлини пригнічують цитос-
татики

Хвора Ононченко В Ф 1951 року народження,
№ а/к 13329/01 Була 5 09 2001 р прооперована з
приводу рака правої молочної залози 4 стадії
T4N2M1 2 клінічної групи Виконано санітарну ам-
путацію молочної залози В пухлині імунопстохімі-
чно виявили рецептори до естрогену -ER++, та
прогестерону -PR+++, рецептор епідермального
фактору росту Her 2/new + Реакція експлантатів
пухлини була наступною контроль - 1 бал росту, в
середовищі з циклофосфамідом 2 бали, з доксо-
рубіцином 1 бали і з флуороурацилом теж 2 бали
Як видно з експерименту цитостатики не пригнічу-
ють росту пухлини, а навпаки стимулюють В КЛІНІ-
ЧНІЙ практиці таке явище називається резистентні-
стю пухлини до хіміопрепаратів і в таких випадкай
при призначенні хіміотерапевтичного лікування
розвивається прогресування хвороби

Результати Проведено дослідження у 22 па-
цієнток у ВІЦІ 28 - 72 років, при поширеності проце-
су Т1-4, NO-2, МО-1 Передопераційне опромінен-
ня та хіміотерапія не проводились для того, щоб
не пригнітити ріст клітин пухлини в культурально-
му середовищі Всім хворим проводили курси хі-
міотерапії з врахуванням результатів дослідження
чутливості до цитостатиків Одна хвора померла
від прогресування захворювання, якій хіміотерапію
не проводили У всіх інших хворих спостерігається
клінічна ремісія або відсутність ознак рецидиву
захворювання
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