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treatment are calculated according to the funds spent by patients for hospital stay in 
Clinical Hospital “Feofaniya”. 
Results. Medical treatment of the patient with prolactinomas according to the WHO 
recommendations lasts at least 3 years. According to the specified duration of therapy 
there are separately calculated the costs of treatment by Bromocriptine Gedeon Richter 
and Dostinex Pfizer. To estimate the costs of the surgery, the authors calculated the 
average hospital stay in clinic for 100 patients with pituitary adenomas who received 
treatment in Clinical Hospital “Feofaniya”, which accounted 4 days.  
Conclusions. The financial costs of the surgical treatment of pituitary micropro-
lactinomas are significantly lower than the costs of the conservative treatment of 
this disease with dopamine agonists. At initial diagnosis of prolactinomas the patient 
should be examined by endocrinologist and neurosurgeon and should be aware of the 
costs and effectiveness of both methods of treatment.
Key words: pituitary adenoma, surgery, dopamine agonists, prolactin.
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ДОСЛІДЖЕННЯ IN VITRO ВПЛИВУ О6-БЕНЗИЛГУАНІНУ 
НА ЦИТОТОКСИЧНУ ДІЮ АЛКІЛУЮЧИХ ХІМІО-

ПРЕПАРАТІВ ПРИ ЗЛОЯКІСНИХ ГЛІОМАХ ГОЛОВНОГО 
МОЗКУ ЗАЛЕЖНО ВІД РІВНЯ ЕКСПРЕСІЇ MGMT

ДУ “Інститут нейрохірургії ім. акад. А.П. Ромоданова НАМН України”,  
м. Київ

Вступ. До алкілуючих сполук, що застосовуються при хіміотерапії злоякісних гліом 
розвивається резистентність, яка пов’язана з активністю ферментів, відповідаючих 
за репарацію ДНК, до яких належить метилгуанін-ДНК-метилтрансфераза (MGMT). 
Підвищення експресії даного гену визначається при багатьох онконозологіях 
людини, в тому числі при гліальних пухлинах головного мозку. До препаратів, що 
сприяють  подоланню резистентності пухлин до алкілуючих сполук, відноситься 
О6-бензилгуанін (О6-BzG), який є субстратом ферменту MGMT. 
Мета. Вивчення ефективності поєднаного застосування О6-BzG та алкілуючих 
хіміопрепаратів при короткостроковому культивуванні пухлинних клітин гліом 
головного мозку. 
Матеріали та методи. У дослідження чутливості клітинної популяції пухлин 
головного мозку до дії алкілуючих препаратів з та без інгібітора О6-BzG було 
включено зразки фрагментів пухлин 25-ти пацієнтів (анапластична астроцитома 
– 10 зразків, гліобластома – 15 зразків). Експресію гену MGMT досліджували 
методом класичної ПЛР (полімеразної ланцюгової реакції). 
Результати і висновки. З даних, що отримані дослідженням життєздатності клітин 
в культурі у присутності хіміопрепаратів в комбінації з інгібітором О6-BzG, можна 
зробити висновок, що клітини, отримані з фрагментів тканин як анапластичних 
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астроцитом, так і гліобластом, в однаковій мірі чутливі до досліджуваних препаратів. 
Інгібітор в обох досліджуваних групах продемонстрував свою ефективність майже 
у 50 % випадків. В цих зразках спостерігається тенденція до підвищення чутливості 
відносно дії даних препаратів у комбінації з інгібітором. Для остаточних висновків 
необхідна більша кількість спостережень.
Ключові слова: злоякісні гліоми, головний мозок, рівень експресії MGMT, 
цитотоксична дія, алкілуючі хіміопрепарати.

Вступ. До похідних нітрозосечовини, що мають широкий спектр 
протипухлинної активності, розвивається резистентність, яка пов’язана 
з активністю ферментів, відповідальних за репарацію ДНК. Чисельні 
дослідження in vitro довели тісну кореляцію між виснаженням метилгуанін-
ДНК-метилтрансферазою та активністю алкілуючих препаратів [1,4]. 
Підвищення активності MGMT визначається при багатьох онконозологіях 
людини, в тому числі при гліальних пухлинах головного мозку [2]. До 
препаратів, що сприяють подоланню резистентності пухлин до алкілуючих 
сполук, відноситься О6-бензилгуанін, який є субстратом даного ферменту, 
зв’язуючись з ним надійно блокує MGMT [3]. Дослідження фармакокінетики 
О6-BzG демонструє його швидке поглинання клітинами та трансформацію в 
О6-бензил-8-оксигуанін [4]. 

В літературі наведені дані [5] про роль О6-BzG як модулятора активності 
алкілуючих сполук в тканинах пухлин, при використанні сумісно з похідним 
нітрозосечовини – кармустином (BCNU). Можливості ефективного сумісного 
застосування О6-BzG та BCNU при лікування Т-клітинної лімфоми шкіри 
резистентної до первинного лікування показані в першій фазі клінічних 
досліджень [6]. Таким чином є підстави вважати, що зовнішнє виснаження 
MGMT може зробити гліобластоми більш чутливими до впливу хіміопрепаратів 
з алкілуючим механізмом дії.

Мета. Дослідити ефективність поєднаного застосування О6-бензилгуаніну 
та алкілуючих хіміопрепаратів ломустин та темозоломід при короткостроковому 
культивуванні пухлинних клітин гліом головного мозку ІІІ-ІV ст. ан. 

Матеріали та методи. Дослідження проводились в ДУ “Інститут 
нейрохірургії ім. А.П. Ромоданова НАМН України”, гістологічний діагноз 
встановлювався згідно з WHO-класифікацією пухлин центральної нервової 
системи. 

У дослідження чутливості клітинної популяції пухлин головного мозку 
до дії алкілуючих препаратів з та без інгібітора О6-BzG було включено зразки 
фрагментів пухлин 25 пацієнтів (анапластична астроцитома – 10 зразків, 
гліобластома – 15 зразків). Згідно з встановленими діагнозами пацієнтів було 
сформовано дві групи досліджень.

Для виділення та короткострокового (72 год.) культивування пухлинних 
клітин матеріал для дослідження забирали безпосередньо під час операції. 
Впродовж однієї години в стерильних умовах тканину відмивали від крові, 
видаляли некротичні зони та отримували суспензію клітин пухлини у 
фізіологічному розчині (0,9 % NaCl). Концентрацію клітин для культивування 
доводили до 50х106 клітин/мл. Підрахунок кількості клітин здійснювали за 
допомогою світлового мікроскопу та камери Горяєва за включенням 4 % 
трипанового синього. Отриману суспензію клітин культивували в середовищі 
Ігла (модифікація Дюльбекко (DMEM – Dulbecco’s modified Eagl’s medium, 
“Sigma”, США)  із додаванням 10 % ембріональної телячої сироватки (“Sigma”, 
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США)) у чашках Петрі в СО2–інкубаторі (ES–160 “Nüve”, Турція) в стандартних 
умовах (t = 37 0C, вміст СО2  у середовищі складав 5 %). В експеримент 
включали зразки, які містили не менше 70 % життєздатних клітин. 

В дослідженнях використовували сертифіковані на території України 
хіміотерапевтичні препарати: Темодал (активна речовина темозоломід – 
7,8 мкг/мл, Бельгія); Ломустин (16 мкг/мл, виробник Medac, Німеччина), О6-
бензилгуанін – 60 мг/м2 (“Sigma”, Німеччина). Препарати застосовували як 
монореагент (дослід) та в комбінації з О6-BzG. Нативний контроль – фракція 
клітин, які культивувались в поживному середовищі в стандартних умовах, 
без додавання у середовище будь-яких інших чинників. Чутливість клітин до 
дії препаратів оцінювали по кількості живих клітин відносно загальної кількості 
клітин, та виражали у відсотках до контролю, який приймали за 100 %. 

Для проведення методики ПЛР проводили виділення РНК з вико-
ристанням набору Ампли Прайм “Рибо-сорб” (“Amplisens”) відповідно до 
протоколу. Реакцію зворотної транскрипції проводили з використанням 
набору “RevertAidTM First strand cDNA synthesis kit” (“Fermentas”, Литва). 
В якості контрольного гену було використано ген гліцеральдегід-3фосфат-
дегідрогенази (GAPDH) за інструкцією до набору.

Для визначення експресії генів використовували наступні праймери: 
- для гену MGMT: прямий (5’-CGAGCAGTGGGAGGAGCA-3’) зворотній 

(5’-CATCCGATGCAGTGTTACACG-3’) – продукт ампліфікації 299 п.н. [7]. 
- для гену GAPDH: прямий (5’-CCACTCCTCCACCTTTGAC-3’), та 

зворотній (5’-ACCCTGTTGCTGTAGCCA-3’) – продукт ампліфікації 101 п.н. 
[8]. Візуалізація продуктів ампліфікації проводилася за допомогою електро-
форезу в 2 % агарозному гелі. 

Рівень експресії генів оцінювали методом порівняльного аналізу електро-
форетичних сигналів досліджуваного та контрольного генів з використанням 
програмного забезпечення для аналізу зображень “ViTran” (“Біоком”, Росія).

Результати та їх обговорення. Отримані дані визначення експресії гену 
MGMT в суспензії пухлинних клітин до та після культивування з препаратами 
ломустин, темозоломід та комбінації з О6-BzG, та вплив досліджуваних 
препаратів на життєздатність клітин у умовах короткострокового культи-
вування представлені в таблиці 1 та таблиці 2. 

На рис.  представлена електрофореграма якісного дослідження експресії 
гену MGMT в зразку пухлини хворого з анапластичною астроцитомою. 
Експресія гену MGMT зафіксована в тканині та культивованих інтактних клі-
тинах. В клітинах які культивувались з препаратом темозоломід та комбінації 
темозоломіду з інгібітором О6-бензилгуанін експресії досліджуваного гену не 
зафіксовано. 

В групі анапластичних астроцитом (таблиця 1) (n = 10) у присутності 
препарату ломустин в культуральному середовищі спостерігалось зменшення 
кількості життєздатних клітин - у середньому на 20 %, порівняно з групою 
інтактних клітин, незалежно від наявності експресії гену MGMT. При цьому у 
50 % випадків інгібітор О6-BzG підвищував протипухлинну дію ломустину (в 
середньому на 7 %). Відсутність експресії гену MGMT в клітинних фракціях 
даних досліджуваних зразків спостерігалась у 2-х з 5-ти випадків. В групі 
гліобластом (таблиця 2) у присутності О6-BzG спостерігалось підсилення 
протипухлинної дії препарату ломустин у 7-ми з 15-ти випадків.   
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Рис. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК (№ 1, 3, 5, 7) та 
мРНК (№ 2, 4, 6, 8) гену MGMT  – 299 п. н. (Зразок пухлини – анапластична 
астроцитома)
Примітка: досліджувані групи: 1, 2 – тканина пухлини; 3, 4 – культивовані 
інтактні клітини; 5, 6 – клітини, культивовані з препаратом темазоломід; 
7, 8 – клітини, культивовані з препаратом темазоломід із додаванням 
інгібітора О6-BzG.

Слід відзначити чітку тенденцію до зниження відсотка життєздатних 
пухлинних клітин при відсутності експресії гену MGMT.  

Дослідження впливу препарату темозоломід в групі анапластичних 
астроцитом в комбінації з О6-BzG продемонструвало підвищення його 
ефективності в 6-ти випадках з 10-ти (в середньому на 6 %). У присутності 
препаратів ломустин та темозоломід в групі анапластичних астроцитом 
продемонстровано подібність ефекту впливу на життєздатність пухлинних 
клітин. Аналогічні результати отримані для досліджуваної групи гліобластом 
(таблиця 2). У 8 з 15 випадків інгібітор підвищив ефективність препарату 
темозоломід (в середньому на 7 %).

З даних, що отримані дослідженням життєздатності клітин в культурі у 
присутності хіміопрепаратів в комбінації з О6-BzG, можна зробити висновок, 
що клітини, отримані з фрагментів тканин як анапластичних астроцитом, так 
і гліобластом в однаковій мірі чутливі до досліджуваних препаратів. О6-BzG  
в обох досліджуваних групах продемонстрував свою ефективність майже у 
50 % випадків. 
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Таблиця 1  
Дослідження впливу препаратів ломустин та темозоломід при  

короткостроковому культивуванні у присутності та без О6-BzG на 
життєздатність клітин, отриманих з фрагментів гліом ІІІ ст. ан.  

(анапластична астроцитома)

Примітка: * - дослідження експресії гену MGMT (+– наявна експресія, 0 – 
відсутня експресія); ** - % живих клітин від контролю. Контроль прийнято 
за 100 %.
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Таблиця 2 
Дослідження впливу препаратів ломустин та темозоломід при коротко-

строковому культивуванні у присутності та без О6-BzG на життєздатність 
клітин, отриманих з фрагментів гліом ІV ст.ан. (гліобластома)

Примітка: * - дослідження експресії гену MGMT (+– наявна експресія, 0 – 
відсутня експресія); ** - контроль прийнято за 100 %.
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Висновки. Дослідження життєздатності пухлинних клітин в коротко-
строковій культурі у присутності хіміопрепаратів в комбінації з інгібітором 
MGMT О6-BzG дозволяє зробити висновок, що клітини, отримані з фрагментів 
тканин як анапластичних астроцитом, так і гліобластом в однаковій мірі чутливі 
до препаратів ломустину та темозоломіду. Інгібітор  в обох досліджуваних 
групах продемонстрував свою ефективність майже у 50 % випадків. Щодо 
рекомендацій клінічного використання О6-бензилгуаніну для підвищення 
ефективності хіміотерапії ломустином та темозоломідом необхідні подальші 
дослідження з використанням більшої кількості спостережень.
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А.Я.Главацкий, Ю.А.Зозуля, И.Г.Васильева, И.Н.Шуба, 
Н.Г.Чопик

Исследования in vitro влияния О6-бензилгуанина на  
цитотоксическое действие алкилирующих химиопрепа-
ратов при злокачественных глиомах головного мозга в 

зависимости от уровня экспрессии MGMT
ГУ "Институт нейрохирургии им. акад. А.П. Ромоданова  

НАМН Украины", г. Киев
Вступление. К алкилирующим соединениям, применяемым при химиотерапии 
злокачественных глиом, развивается резистентность, которая связана с актив-
ностью ферментов, отвечающих за репарацию ДНК, к которым относится 
метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза (MGMT). Повышение экспрессии данного 
гена определяется при многих онконозологиях человека, в том числе при глиальных 
опухолях головного мозга. К препаратам, которые способствуют преодолению 
резистентности опухолей к алкилирующим соединениям, можно отнести О6-
бензилгуанин (О6-BzG), который является субстратом фермента MGMT.
Целью. Изучение эффективности совместного применения О6-BzG и алкили-
рующих химиопрепаратов при краткосрочном культивировании опухолевых 
клеток глиом головного мозга.
Материалы и методы. В исследование чувствительности клеточной популяции 
опухолей головного мозга к действию алкилирующих препаратов с или без 
ингибитора О6-BzG были включены образцы фрагментов опухолей 25 пациентов 
(анапластическая астроцитома – 10 образцов, глиобластома – 15 образцов). 
Экспрессию гена MGMT исследовали методом классической ПЦР (полимеразной 
цепной реакции).
Результаты и выводы. Из полученных данных, по исследованию жизнеспо-
собности клеток в культуре в присутствии химиопрепаратов в комбинации с 
ингибитором О6-BzG, можно сделать вывод, что клетки, полученные из фрагментов 
тканей как анапластичних астроцитом, так и глиобластом в равной степени 
чувствительны к воздействии препаратов. Ингибитор в обеих исследуемых 
группах продемонстрировал свою эффективность почти в 50% случаев. В этих 
образцах наблюдается тенденция к повышению чувствительности к действию 
данных препаратов в комбинации с ингибитором. Для окончательных выводов 
необходимо большее количество наблюдений.
Ключевые слова: злокачественные глиомы, головной мозг, уровень экспрессии 
MGMT, цитотоксическое действие, алкилирующие химиопрепараты.

O. Ya. Glavatskyi,  Yu. P. Zozulia, I. G. Vasileva, I. M. Shuba,  
N. G. Chopic

Study of o6-benzylguanine influence on cytotoxic effect of 
alkylating chemotherapy in case of brain malignant gliomas 

depending on the level of MGMT expression in vitro
SI “Institute of Neurosurgery named after acad. A. P. Romodanov  

of the NAMS of Ukraine”
Introduction. The resistance associated with the activity of enzymes responsible 
for the DNA repair, which include metylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) is 
developed to alkylating compounds used in chemotherapy of malignant gliomas.  
An increased expression of this gene is determined in many human oncological 
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nosologies, including brain gliomas. The agents that contribute to overcoming the 
resistance of tumors to alkylating compounds include O6-benzylhuanin (O6-BzG), 
which is a substrate of the MGMT enzyme.
The aim of study was to investigate the effectiveness of combined use of O6-BzG and 
alkylating chemotherapy in short-term cultivation of brain gliomas tumor cells. 
Materials and methods. The samples of tumor fragments of 25 patients (anaplastic 
astrocytomas - 10 samples, glioblastoma - 15 samples) were included for studying 
the sensitivity of the brain tumors cell population to alkylating agents with or without 
O6-BzG. An expression of MGMT gene was studied by the classical PCR (polymerase 
chain reaction).
Results and conclusions. Our results from studying the viability of cells in culture 
in the presence of chemotherapy in combination with O6-BzG can indicate that the 
cells derived from tissue fragments such as anaplastic astrocytomas and glioblastoma 
have equal sensitivity to the investigated agents. In both studied groups the inhibitor 
effectiveness was demonstrated in almost 50% of cases. The tendency towards 
increased sensitivity to the effects of these agents in combination with O6-BzG is 
registered in these samples. More observations are necessary for the final conclusions.
Key words: malignant gliomas, brain, level of MGMT expression, cytotoxic effect, 
alkylating chemotherapy.
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МАГНІТНО-РЕЗОНАНСНА ТОМОГРАФІЯ В 
ДІАГНОСТИЦІ ІНТРАМЕДУЛЯРНИХ ПУХЛИН

Національна медична академія післядипломної освіти  
імені П.Л. Шупика, м. Київ, 

ДУ «Інститут нейрохірургії ім. А.П. Ромоданова» НАМН України, м. Київ
Вступ. Частота інтрамедулярних пухлин складає 10–18 % від загального числа 
пухлин спинного мозку. Магнітно-резонансна томографія (МРТ) є одним з 
найбільш чутливих методів у виявленні змін форми, розмірів, контурів спинного 
мозку та інтенсивності від його тканин. 


