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EKSPERIMENTINIAI TYRIMAI

Elektrochemoterapijos vaidmuo didinant vaisty
nuo vézio veiksminguma

Jiraté Labanauskiené, Janina DidZiapetriené, Eduardas Aleknavicius
Vilniaus universiteto Onkologijos institutas

RaktaZodZiai: elektrochemoterapija, bleomicinas, ciklofosfamidas, karboplatina.

Santrauka. Veikiant navikq elektriniais impulsais navikinés lqstelés membranoje vyksta
destabilizacija, dél to pageréja medziagy pernasa i lgstelés vidy, padidéja vaisty nuo vézio
selektyvumas. Taigi vartojant mazesnes citostatiky dozes, galima pasiekti geresni gydomaji poveikj
bei sumazinti citostatinés terapijos nepageidaujamq poveikj organizmui. Sis chemoterapijos
derinys su elektriniais impulsais vadinamas elektrochemoterapija.

Sio darbo tikslas — atliekant tyrimus su eksperimentiniais gyviinais, jvertinti vienkartinés ir
pakartotinés (5 dieny) elektrochemoterapijos efektyvumaq vartojant skirtingoms klaséms
priklausancius vaistus nuo vézio (ciklofosfamida, karboplating bei bleomicing).

Nustatyta, kad, pasirinkus vienkartinj elektrochemoterapijos poveiki, optimaliausias gydymo
rezultatas gautas vartojant bleomicing. Skyrus penkiy dieny elektrochemoterapijos gydomaqji
kursq, padidéja gydomasis poveikis ne tik bleomicino, bet ir ciklofosfamido bei karboplatinos,
palyginus su Siy citostatiky poveikiu be elektroporacijos. Pazymétina, kad ir Siuo atveju bleomicino
priesnavikinis veiksmingumas yra rySkiausias: po penkiy dieny gydymo kurso priesnavikinis
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veiksmingumas sieké apie 99 proc., o naviky progresavimo nepastebéta apie 30 dieny.

Ivadas

Piktybiniy naviky chemoterapija yra kompleksinio
gydymo metodas, taciau atskirais atvejais naudojamas
ir kaip atskiras gydymo metodas. Chemoterapijos
galimybés, gydant ligonius, sergan¢ius onkologinémis
ligomis, dar labiau iSsiplecia skiriant priesnavikiniy
vaisty derinius, taikant prie$navikinius vaistus dide-
lémis dozémis bei derinant su kitais piktybiniy naviky
gydymo biidais (chirurgija, radioterapija). Deja, atski-
rais atvejais susiduriama su problema, kai pagal vei-
kimo mechanizma ar citotoksiSkuma prie$navikinis
vaistas turéty buti veiksmingas gydant tam tikry loka-
lizaciju navikus, tac¢iau dél savo biologiniy savybiy
(hidrofiliskumo, didelés molekulinés masés) vaistas
blogai prasiskverbia pro navikinés lastelés membrana.
Dél to, siekiant norimo poveikio, §io vaisto turi biiti
skiriama didelémis toksinémis dozémis — dél to pasi-
reiSkia vaisto nepageidaujamas poveikis.

Vienas i§ daugelio biidy, siekiant padidinti pries-
navikiniy vaisty selektyvuma, yra elektriniy impulsy
derinimas su vaistais nuo vézio. Sis metody derinys
pavadintas elektrochemoterapija. Elektriniai impulsai
sukelia pokyc¢iy lastelés membranoje: vyksta jos desta-

bilizacija, formuojasi laikinos ,,poros* (elektropora-
cija), dél to padidéja membranos pralaidumas jos iSo-
réje esanioms medziagoms, ir vaistas, kuris norma-
liomis salygomis sunkiai prasiskverbia i lastelés viduy,
lengvai pasiekia taikini.

Siekdami patvirtinti elektroporacijos efektyvuma,
derinant ja su prieSnavikinias vaistais, pasirinkti trys
preparatai, priklausantys skirtingoms vaisty nuo vézio
grupéms — tai karboplatina, ciklofosfamidas bei bleo-
micinas. Ciklofosfamidas priklauso alkilinan¢iujy pre-
paraty grupei. Siai grupei priklausangios medziagos
pasizymi gebéjimu sukelti citotoksinj poveiki formuo-
damos kovalentines jungtis tarp reaktyvios alkilinan-
¢ios grupés ir DNR. Ciklofosfamido metabolizmo pro-
cese susidaro $esi skirtingos cheminés struktiiros jun-
giniai, i§ kuriy trys pasiZzymi dideliu prie$navikiniu
poveikiu. Karboplatina priklauso alkilinan¢iyjy plati-
nos junginiy grupei. Sios grupés preparatai i lastelés
vidy patenka létai pasyvios difuzijos biidu. Lastelés
viduje vyksta tarpinés reakcijos, kuriy metu formuo-
jasi platinos kompleksai. Toliau Sie platinos komplek-
sai reaguoja su DNR formuodami tarp grandiniy sker-
sinius rysius, o tai salygoja DNR replikacija bei trans-
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kripcijos inhibicija, dél to jvyksta lastelés Ziitis. Bleo-
micinas (bleomicino sulfatas) priskiriamas priesnavi-
kiniy antibiotiky grupei. Bleomicinas slopina timidino
isitraukima i DNR granding bei sutrikdo DNR struk-
tiira. In vitro gauti tyrimy rezultatai, panaudojus DC-
3F lasteliy kultiira, parodé, jog pakanka apie 500 bleo-
micino molekuliy Iastelés viduje, kad §i lastelé Ziity.
Manoma, kad viena bleomicino molekulé gali daly-
vauti suardant 8—10 DNR grandiniy (1).

Sio darbo tikslas — atliekant tyrimus su eksperimen-
tiniais gyviinais, jvertinti vienkartinio ir pakartotinio
(5 dieny) elektrochemoterapijos kursy efektyvuma
skyrus skirtingoms prieSnavikiniy preparaty klaséms
priklausancius vaistus (ciklofosfamida, karboplatina
bei bleomicina).

Tyrimo medZiaga ir metodai

Tyrimams naudotos C57BI linijos pelés, kurioms
iskiepyta epidermoidiné plauciy karcinoma (angl.
Lewis lung carcinoma — LLC). Pradedant eksperimen-
ta, pelés suskirstytos i grupes (po $esias peles grupéje):
kontroling grupe sudaré gyviinai, kuriems netaikytas
joks poveikis; gydomasias grupes: gyviinai, kurie
gydyti prieSnavikiniais vaistais bei prie$navikiniais
vaistais kartu su elektroporacija. Atliktos dvi serijos
eksperimenty. PrieSnavikiniai vaistai §virksti tokiomis
dozémis: ciklofosfamidas — 200 mg/kg i pilvo ertme;
karboplatina — 20 mg/kg bei bleomicinas — 10 mg/kg
1 vena — tai suminés gydomosios dozés. Grupéje, kur
vaistai nuo vézio derinti su elektroporacija, gydymas
skirtas tokia tvarka: gyviinams susvirksti priesnaviki-
niai vaistai, o po 5 minuciy atlikta naviky elektropo-
racija 1300 V/cm intensyvumu, 0,1 ms trukme, 1 Hz
dazniu bei 8 impulsy pasikartojimu. Pakartotinio gy-
domojo kurso metu skirtos tokios priesnavikiniy vaisty
dozés: ciklofosfamido — 100 mg/kg i pilvo ertmg ir
karboplatinos — 10 mg/kg bei bleomicino — 5 mg/kg i
vena. Sios dozés pasirinktos kaip vienkartinés
gydomosios. Grupéje, kur skirta elektroporacija, Sie
vaistai tokiomis pat dozémis derinti su elektriniais im-
pulsais ir gydymas kartotas penkiy dieny kursu. Gy-
dymo poveikiui jvertinti naviky augimo stabdymas
apskaiciuotas pagal formule:

V=axbxcx3,14/6,

kur: a — naviko ilgis, b — plotis, ¢ — aukstis.

Elektrochemoterapijos efektyvumo jvertinimui pa-
sirinkta 14-o0ji diena nuo gydymo pradzios. Si diena
pasirinkta kaip optimaliausia, nes jau $ia diena kont-
rolinés grupés gyviinai, kuriems neskirta jokio gydy-
mo, dél naviky progresavimo bei metastaziy pradeda
Zuti.

Rezultatai ir jy aptarimas

Siekiant palyginti elektrochemoterapijos efektyvu-
ma, priklausomai nuo gydomojo kurso trukmés, at-
liktos dvi serijos eksperimenty.

Kaip jau minéta, gydymo rezultatai jvertinti 14-aja
eksperimento diena. Si diena optimali vertinant navi-
ku atsaka 1 gydyma, nes véliau kontrolingje grupéje
pelés ziiva dél negydyto naviko progresavimo bei me-
tastaziy.

Pirmame paveiksle pateiktais duomenimis, kontro-
linés grupés gyvinams, kuriems neskirta jokio gydy-
mo, naviky tiris sieké 2595 mm?, o grupés gyviinams,
kuriems susvirksta tik ciklofosfamido, naviky tiris
buvo 1728 mm? (p<0,05), tai yra naviky atsakas i
gydyma sudaré 33 proc. (apskaiciuota pagal formulg:
T%=(K-B)/K*100, kur: K —kontrolé, B—bandymas).
Taigi duomenys rodo, jog ciklofosfamidas Svirkscia-
mas gyviunams viena karta 200 mg/kg doze slopino
naviky augima. Pazymétina, kad taikyta naviky elekt-
roporacija, praéjus 5 min. po ciklofosfamido injek-
cijos, $io vaisto veiksmingumui itakos neturé¢jo — na-
viky augimas sustabdytas 29 proc. StatistiSkai reiks-
mingo skirtumo tarp elektrochemoterapijos ir citosta-
tiko poveikio nenustatyta.

Tiriant kito vaisto nuo vézio — karboplatinos po-
veiki naviky augimui, nustatytas ryskus plauciy epi-
dermoidinés karcinomos augimo sustabdymas — apie
58 proc. Tadiau ir $iuo atveju elektroporacija neturéjo
didesnés itakos prie$navikinio vaisto veiksmingumui —
gydymo atsakas — 55 proc.

Maziausias gydymo poveikis nustatytas gydant
epidermoiding plauciy karcinoma tik bleomicinu. Na-
viky augimas, gydant bleomicinu, buvo panasus i kont-
rolinés grupés naviky augima, o taikant naviky elekt-
roporacija po bleomicino injekcijos, nustatytas ryskus
naviky tirio sumazéjimas — 70 proc. palyginus su
naviky tiiriais kontrolinés bei tik bleomicinu gydytos
grupés gyvinais.

Pateiktais duomenimis, elektroporacija tikslinga
derinti su bleomicinu, nes vienas bleomicinas neveiks-
mingas, o, taikant elektrinius impulsus, bleomicino
veiksmingumas gerokai padidéjo. Tai irodyta ir dau-
gelio tyréjuy tyrimy duomenimis, nustatytais atlikus
tyrimais (7-9).

Tai, kad naviky elektroporacija gali padidinti kai
kuriy prie$navikiniy vaisty veiksminguma (didelés
molekulinés masés, hidrofilisky) irodymais pagristy
duomeny jau pakanka, taciau néra pakankamai duo-
meny apie elektroporacijos itaka prie$navikiniy vaisty
veiksmingumui pakartotinio elektrochemoterapijos
kurso metu.
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1 pav. PrieSnavikiniy vaisty bei juy derinio su elektroporacija prieSnavikinis veiksmingumas gydant
plauciy epidermoiding¢ karcinoma taikant vienkartinj elektrochemoterapijos poveiki
Ciklofosfamido (CFA) svirksta 200 mg/kg, karboplatinos (CaPt) — 20 mg/kg, bleomicino (BLM) — 10 mg/kg,
elektroporacija (EP) taikyta 1300 V/cm intensyvumu, 0,1 ms trukme, 1 Hz dazniu ir 8 impulsy pasikartojimu.

Todél atlikome tyrimus, siekdami jvertinti pakar-
totinés elektrochemoterapijos itaka priesnavikiniy
vaisty veiksmingumui.

Antrame paveiksle pateiktais duomenimis, derinant
elektroporacija su ciklofosfamidu (100 mg/kg doze)
ir pakartotinio penkiy dieny gydymo kurso metu,
plauciy epidermoidinés karcinomos augimas slopi-
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namas 73 proc., o gydant navikus tik ciklofosfamidu
penkias dienas, gydomasis atsakas sieké 34 proc.
(p=0,05). Matyt, atliekant pakartoting elektroporacija,
1 lastelés vidy patenka jau aktyviis ciklofosfamido
metabolitai, pasiZymintys pagrindiniu citotoksiniu po-
veikiu navikinéms Iasteléms, dél to didesnis antinavi-
kinis efektyvumas pastebétas taikant naviky elektro-
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2 pav. PrieSnavikiniy vaisty bei juy derinio su elektroporacija prieSnavikinis veiksmingumas gydant
plaudiy epidermoiding karcinomg 5 dieny gydymo kurso metu

Ciklofosfamido (CFA) svirksta 100 mg/kg, karboplatinos (CaPt) — 10 mg/kg, bleomicino (BLM) — 5 mg/kg,
elektroporacija (EP) taikyta 1300 V/cm intensyvumu, 0,1 ms trukme, 1 Hz dazniu ir 8 impulsy pasikartojimu.
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poracija.

Penkiy dieny gydymo kurso metu karboplatinos
(doze 10 mg/kg) poveikis naviky augimui buvo ryskus:
49 proc. palyginti su kontrolinés grupés naviky augimo
stabdymu. Pazymétina, kad, taikant naviky elektro-
poracija, nustatytas naviky augimo sustabdymas apie
73 proc. Manoma, kad pakartotiné elektroporacija
salygoja didesni karboplatinos patekima i navikines
lasteles ir dél to didéja karboplatinos prie$navikinis
veiksmingumas.

Derinant elektroporacija su bleomicinu (dozé — 5
mg/kg) ir skiriant penkiy dieny gydymo kursa, po-
veikis naviky augimui buvo didziausias. Jei vienas
bleomicinas, skirtas gyvinams penkiy dienuy gydo-
mojo kurso metu, labai nezymiai stabdé naviky augima
(tik 30 proc.), tai, taikant naviky elektroporacija, jau
ketvirta gydymo kurso diena pastebétas ryskus naviky
atsakas i gydyma — 99 proc. atvejy uzfiksuota naviky
regresija. Derinant bleomicina su elektroporacija,
naviky augimo nenustatyta beveik 30 dieny, taciau
kitose grupése dél tolesnio naviky progresavimo gy-
viinai pradéjo ziiti jau 12-3ja diena nuo eksperimento
pradzios.

Kity tyréju duomenimis, in vitro elektroporacija
turi itakos ivairiy prieSnavikiniy vaisty — cisplatinos,
aktinomicino D, metotreksato, vinkristino, vinblastino

citotoksiskumas padidéja nuo 1 iki 12 karty, taciau
didZiausias citotoksiskumo padidéjimas, taikant elekt-
roporacija, uzfiksuotas bleomicino atveju — net iki
300-700 karty (2, 10).

Geriausias atsakas i gydyma, taikant elektropo-
racija, uzfiksuotas skiriant bleomicina, paaiskinamas
tuo, jog bleomicinas pagal savo struktiirg yra didelés
molekulinés masés cheminis junginys, jprastinémis
salygomis sunkiai prasiskverbiantis per navikinés
lastelés membranos barjera. Todél elektriniai impulsai,
siekiant padidinti bleomicino poveiki, yra tikslingiau-
sias ir optimaliausias budas.

ISvados

Siekiant jvertinti ir palyginti elektroporacijos itaka
skirtingy priesnavikiniy grupiy vaisty: ciklofosfamido,
karboplatinos ir bleomicino veiksmingumui vienkar-
tinio ir penkiy dieny gydymo kurso metu, nustatyta,
kad vienkartinis elektroporacijos poveikis navikiniy
lasteliy membranoms labiausiai didina bleomicino ci-
tostatini poveiki. Taikant elektrochemoterapija gydo-
mojo kurso metu, pries$navikinis efektyvumas padidéjo
visiems trims tirtiems citostatikams.

Siekiant padidinti prie$navikinj elektrochemotera-
pijos efektyvuma, pakartotinis gydymo kursas lémé
ry$ku bleomicino citotoksiskumo padidéjima.

The role of electroporation in increasing the effectiveness of anticancer drugs

Jiraté Labanauskiené, Janina DidZiapetriené, Eduardas Aleknavicius
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Summary. By applying electric pulses to tumor the membrane of tumor cells undergoes destabilization
that enables the drug molecules to enter into the cells more freely and selectivity of anticancer drugs increases.
Thus, administering smaller doses of anticancer drugs it might be possible to achieve a better therapeutic
effect and to reduce side effects of cytostatic therapy. Such combination of chemotherapy with electric pulses
is called electrochemotherapy.

The aim of this study was to evaluate the anticancer effectiveness of single and repeated courses of
electrochemotherapy with three different anticancer agents (cyclophosphamide, carboplatinum and bleomycin)
using experimental animals.

It was established that electrochemotherapy used as a single treatment the best increases cytotoxicity of
bleomycin. While applying the electrochemotherapy course for 5 days all investigated anticancer drugs showed
higher cytotoxicity as compared to the effect of these cytostatics without electroporation. It is notable that in
this case antitumor effect of bleomycin was the highest — 99% of treated tumors showed a high response rate
and no recurrence was observed for 30 days.
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