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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ

БГЛ – български левове
ДДС – данък добавена стойност
ДНК – дезокси рибонуклеинова киселина
ХЛЛ – хронична лимфолекемия
ATCC – American Type Culture Collection (Американски център/банка за клетъчни култури)
CR – Clinical Remission (клинична ремися/изчезване на всички симптоми)
DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Германски център/банка за

микроорганизми и клетъчни култури)
ErPC3 – Erufosine цитостатик от групата на алкулфосфохолините
Hb – Haemoglobin
IC35 – Inhibition Concentration (инхибираща концентрация 35)
IC50 – Inhibition Concentration (средна инхибираща концентрация)
INN – International Nonproprietary Names (международно непатентовано или генерично име)
LDH – Lactate dehydrogenase-(лактатна дехидрогеназа)
Ly – Lymphocytes
МТТ – Тест [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], жълт тетразол
NC – Noncompliance-(неповлияване/резистентност)
NCI – National Cancer Institute-(Национален раков институт на САЩ)
p – ниво на значимост (сигнификантност)
PR – Partial Remission (частична ремисия)
RPMI-1640 – Roswell Park Memorial Institute Мedium (препоръчана култивационна среда за in vitro
отглеждане на левкемични клетъчни моделни системи съдържаща бикарбонатна буферираща система)
SD – стандартно отклонние по отношение на средната аритметична стойност
Sg – Еosinophils
Tr – Тhrombocytes
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ВЪВЕДЕНИЕ

Наред с развитието на медицината и удължаване продължителността на живота на хората,
злокачествените заболявания бележат тенденция към увеличаване на честотата и намаляване на
възрастовата граница.
Според националния раков институт на САЩ се наблюдава статистически значимо повишаване  на
заболеваемоста от хронична лимфолевкемия (ХЛЛ). През 2010 г. приблизително 14,990 мъже и жени са
били новодиагностицирани, като 4,390 от тях са починали (Howlader N, 2011).
Процентно на ХЛЛ принадлежат 25 % от всички левкемии и те най-често засягат възрастните хора, като
преживяемостта на тези пациенти е средно 5 години в 73 % от случаите. Важно значение имат и често
възникващите инфекции поради намалена имунна защита във връзка с дефектната функция на B-
лимфоцитите. Макар, че точният механизъм на възникване не е доизяснен, разкрити са някои генетични
мутации / дефекти на ДНК на нормалните костно-мозъчни клетки, които се предполага, че лежат в
основата на трансформацията на тези клетки в левкемични. ДНК-молекулата е носителят на
патологичната генетична информация. Специфични аномалии са разкрити и в хромозомите-пациентите с
ХЛЛ често имат загуба на част от хромозомите и често се срещат делеции в хромозома 11 или 13 или
тризомия 12.
Лечението им е комплексно, трудоемко и изисква високо квалифицирани здравни грижи. Един от
методите, които успешно се прилагат като част от комплексното лечение, е химиотерапията. Необходимо
е тя да осигури максимален антинеопластичен ефект при възможно минимално засягане на бързо
пролифериращите здрави тъкани.
При алкилиращата цитостатична терапия се елиминират само част от туморните клетки, които са
навлезли в клетчния цикъл. И независимо от напредъка в лечението на ХЛЛ, на днешния етап може да се
прецени, че с конвенционалната терапия не се постига задоволителен терапевтичен резултат и има
болни, които не се повлияват въобще от стандартното възприето лечение. Това определя необходимоста
от търсене на нови лекарства с възможен друг механизъм на действие при неподдаващите се на
стандартно лечение пациенти или тестване на молекули, които са успешни при сходни диагнози.
Развитието на химиотерапията и търсенето на нови по-безопасни и по-ефективни цитостатици води до
синтезирането на Bendamustine (фиг. 1) от Ozegovski, 1963 в Йена, Германия. В тогавашна източна
Германия е бил известен  още като Cytostasan® (Schnabel R, 1967, Hesse P, 1972). Oт 1993 г. Bendamustine
е на фармацевтичния пазар  под търговската марка Ribomustin®, а от 2008 година Treanda® (Traynor K,
2008) за Северна Америка.

Фигура 1. Химическа структура на Bendamustine
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Bendamustine представлява добре разтворима във вода, заместена бензимидазол-алканкарбоксилна
киселина, действаща като бивалентен алкилатор (Ozegowski W, 1971). Механизмът на действие на този
нитрозуреен дериват се състои в дисоциация на азотипритната група до електрофилни алкилови групи,
които ковалентно се свързват с нуклеофилните функционални групи на ДНК молекулата (едно и
двуверижно вшиване - cross linking) и образуват по-стабилни комплекси в сравнение с другите
алкилиращи цитостатици (cyclophosphamide, cisplatine, carmustine) (Strumberg D,1996, Leong H, 2009).

ЦЕЛ

Целта на настоящото проучване е: да се определи in vitro спектъра на активност на
Bendamustine върху туморно-клетъчни популации и неговото влияние върху хепатоцити, ДНК
и хромозомния апарат на клетката в сравнителен аспект с клинично прилагани цитостатици.

ЗАДАЧИ

Във връзка с поставената цел бяха формулирани следните задачи:
1. Да се определи цитотоксичната ефективност на Bendamustine върху туморно-клетъчни линии с
лимфоиден, миелоиден и епителен произход.
2. Да се изследва влиянието на Bendamustine върху структурата на метафазни хромозоми в сравнителен
аспект с Mitomycin C и Lomustine.
3. Да се извърши електрофоретичен анализ на ДНК от цитозолна фракция на третираните клетки за
установяване на олигонуклеозомна фрагментация, като основен биохимичен маркер на програмираната
клетъчна смърт (апоптоза).
4. Да се проведе поточна цитометрия с цел да се установи формирането на хиподиплоидна фракция от
апоптотични клетки след третиране с Bendamustine.
5.Да се оцени влиянието на сравнително токсикологично изследване на Bendamustine и Cyclophosphamide
върху хепатоцити от плъх с оглед дефиниране на избирателната цитотоксичност на алкилиращи
съединения.
6. Да се проведе сравнително цитотоксично изследване на активноста на Bendamustine и Fludarabine
върху първични култури от левкоцити на пациенти с хронична лимфоидна левкемия.
7. Да се направи фармакоикономически анализ за себестойността на лечението на ХЛЛ на база in vitro
предварителни данни (онкобиограми).

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

1.  Изследвани противотуморни лекарства:
Bendamustine – Ribomustine® / Ribosepharm – субстанция 100 mg във флакони
Fludarabine – Fludara® / Schering Deutschland GmbH, субстанция 50 mg във флакони
Mitomycin C – Mitamycin-C Kyowa®, / Kyowa, Япония, субстанция 40 mg във флакони
Cyclophosphamide – Endoxan® / Hersteller: Baxter Oncology, субстанция 200 mg във флакони
Lomustine – CAS NO:13010-47-4 / Shangdong Panxin Biochem Co.Ltd.
2. Метод за оценка на цитотоксичността на изследваните съединения (МТТ-тест), Mosmann 1983,
Voskoglou-Nomikos и сътрудници, 2003.
3. Клетъчни линии: Цитотоксичната активност на Bendamustine е изследвана с помощтта на стандартния
метод за определяне на клетъчна виталност МТТ върху спектър от 11 човешки клетъчни линии с различен
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произход. Клетъчните линии са получени от туморна банка за клетъчни култури и микроогранизми DSMZ-
Германия и ATCC-СAЩ. Клетъчните култури са получени замразени на -80 ºC и са поддържани по описани
методики.
4.  Метод за изолиране на левкоцити от периферна кръв, de Vries JE и съавтори, 1973.
5. Подбор на пациенти с ХЛЛ. Диагнозата при нашите пациенти е потвърдена с хематологични,
морфологични и цитогенетични изследвания. Особеностите на протичането на болестта, възрастта на
пациента и други показатели са представени в табл. 1 /по данни от историята на заболяването и
епикризата на пациента/. Пациентите са оцененни по клиничен стадий на болестта – 0 стадий /с
абсолютна лимфоцитоза/, I ст.  /с лимфоцитоза и увеличени лимфни възли/. II ст. /с лимфоцитоза,
увеличени лимфни възли, далак и евентуално черен дроб/, III ст. /с лимфоцитоза и анемия/ и IV ст. /с
лимфоцитоза и тромбоцитопения/. Посочени са данните за предварителните курсове химиотерапия /с
което се променя чувствителноста на бластните клетки/ и за нелекуваните.
6. Метод за изолация на хепатоцити от плъх, Mitcheva M и сътрудници, 2006.
7. Определяне жизненост на хепатоцитите (тест - трипаново синьо), Fau D, 1994.
8. Определяне активност на ензима лактатдехидрогеназа (LDH), Bergmeyer HU, 1974.
9. Поточна цитометрия, Nicoletti I, 1991.
10. Анализ на олигонуклеозомалната ДНК-фрагментация, Konstantinov,1999.
11. Цитогенетичен анализ, кластогеннен ефект. Topashka-Ancheva, 1995, 1998.
12. Обработка на експерименталните данни и статистика
Статистическата обработка на данните е извършена с помощта на програмните продукти на Microsoft
Office и Microsoft Excel 2003. При сравняване на статистическата значимост на различията между данните
за експерименталните и съответните контролни групи е използван t-тестът на Student при p≤0.05, зададен
като критерий за сигнификантност. Кривите “концентрация-ефект” при експериментите in vitro са
генерирани и анализирани с помощта на програмните  продукти Origin и Prizm. IC50 и IC35 стойностите са
изчислени след съвпадане на експерименталните данни към сигмоидална крива “концентрация-ефект”.
13. Определяне на съотношението разход – ефективност бе извършено по метода описан от Drummond
FM, 2001.

РЕЗУЛТАТИ

Клетъчните линии са подбирани с цел пълно охарактеризиране на цитотокичната активност на
Bendamustine. При проведните експерименти той е прилаган под форма на прясно приготвени изходни
разтвори в бидистилирана вода, които последователно са разреждани в култивационната среда RPMI-
1640 до получаване на търсените крайни концентрации. Клетъчните линии са третирани 24 h след
накапване на 96-ямкови микроплаки като при всички опити коинкубацията с Bendamustine варира от 48 до
72 h. От получените криви „концентрация – ефект” са изчислени чрез екстраполиране IC50 стойностите
като показател за относителна активност на изследваната субстанция.
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Цитотоксична активност на Bendamustine върху туморно клетъчни култури от
лимфоиден произход.
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Фигура 2. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху SKW-3 клетки след
48 h инкубиране.
Установената стойност на IC50 е 25,42 M

Фигура 3. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху SKW-3 клетки след
72 h инкубиране.
Установената стойност на IC50 е 22,77 M

Фигура 4. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху DOHH-2 клетки след
48 h инкубиране.
Установената стойност на IC50 e 42,30 M

Фигура 5. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху DOHH-2 клетки след
72 h инкубиране.
Установената стойност на IC50 e 11,48 M

Фигура 6. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху REH клетки след
48 h инкубиране. Установената
стойност на IC50 e 31,48 M
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Цитотоксична активност на Bendamustine върху туморно клетъчни култури от
миелоиден произход.
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Фигура 7. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху CML-T1 клетки след
48 h инкубиране. Установената
стойност на IC50 e 15 M

Фигура 8. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху CML-T1 клетки след
72 h инкубиране. Установената
стойност на IC50 e 17,59 M

Фигура 9. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху BV-173 клетки след
48 h инкубиране. Установената
стойност на IC50 e 22,97 M

Фигура 10. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху BV-173 клетки след
72 h инкубиране. Установената
стойност на IC50 e 19,5 M

Фигура 11. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху HL-60 клетки след
48 h инкубиране. Установената
стойност на IC50 e 60,18 M

Фигура 12. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху THP-1 клетки след
48 h инкубиране.
Не се постига инхибиция
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Цитотоксична активност на Bendamustine върху туморно клетъчни култури от
епителен произход.
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Таблица 1. Обобщение за IC50 стойностите.

Фигура 13. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху K-562 клетки след
48 h инкубиране. Не се постига инхибиция

Фигура 14. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху LAMA-84 клетки след
48 h инкубиране. Не се постига инхибиция

Фигура 15. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху MCF-7 клетки след
48 h инкубиране. Не се постига инхибиция

Фигура 16. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху MDA-MB-231 клетки след
48 h инкубиране. Не се постига инхибиция
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Проучването върху 11 клетъчни линии с различен произход дава възможност да се прецени и прогнозира
ефективността на Bendamustine при лимфопролиферативни процеси. Определената по този начин in vitro
ефективност дефинира специфичен спектър на действие и насочва към възможни други механизми на
цитотоксичност, извън алкилирането на ДНК-молекулата.
Важен показател за чувстителност/резистентност на клетките към цитостатично въздействие са
стойностите на концентрацията, при която се постига 50 % инхибиция (IC50). При сравняване на тези
стойности в насока дефиниране на чувствителност на клетките от лимфоиден, миелоиден и епителен
произход могат да се направят някои заключения, Таблица 1. Убедително е доказано от проведените
експерименти, че туморно-клетъчните популации от епителен произход не се повлияват от
Bendamustine IC50>200 M. Аналогична интерпретация може да се направи и за 3 от 6 миелоидни
клетъчни линии. Останалите три клетъчни линии се отличават с умерена или висока чувствителност към
Bendamustine (IC50 стойности от 15-60 M). Въз основа на стойностите на IC50 се установява наи-високата
чувствителност на клетъчните линии от лимфоиден произход-SKW-3, REH и DOHH-2.

Апоптотична активност на Bendamustine

На представените електрофореграми (фиг.17) се вижда, че Bendamustine индуцира олигонуклеозомна-
ДНК-фрагментация (апоптотична стълба)-характерен признак за протекла апоптоза при SKW-3 клетъчна
линия. ДНК-фрагментацията се наблюдава и при трите приложени концентрации 37.5, 75 и 100 M (фиг.
17 а). При HL-60 клетъчна линия (фиг. 17 б) при които се постига почти пълна инхибиция на клетъчния
растеж при високите концентрации, също така се отчита изразена фрагментация на ДНК-молекулата при
160 M, идентична с тази на Erufosin (ErPC3 от групата на алкилфосфохолините).

Фигура 17. ДНК електрофореграми след подводна гел електрофореза

При BV-173 миелоидна  клетъчна линия (фиг. 17 в) с постигната около 80 % инхибиция при третиране с 50
и 100 M Bendamustine, като фрагментацията е по-изразена при по-високата концентрация. Тези данни по
съвкупност дефинират наличието на апоптозен механизъм на действие на Bendamustine, независимо от
произхода на клетъчните линии, (лимфоидни или миелоидни), стига те да са проявили чувствителност
към химиотерапевтично въздействие.
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Кластогенна активност на Bendamustine

Сравнителен кластогеннен ефект на
 Bendamustine, Lomustine и Mitomycin C
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Фигура 18. Сравнително изследване на Bendamustine, Lomustine и Mitomycin C за кластогеннен ефект

От представените данни на (Фиг.18) се вижда, че Bendamustine уврежда хромозомите на костния мозък в
сравнително слаба степен-наличие на под 5 % аберантни хромозоми.
Докато референтния за кластогенеза цитостатик Mitomycin C има около 8 пъти по-изразен кластогеннен
ефект. Неочаквано в нашите изследвания нитрозоурейното лекарство Lomustine индуцира над 50 %
хромозомни аберации в сравнение с контролата, което ни насочва към генотоксичност при приложената
доза. Резултатите за влиянието на трите лекарства върху структурата на метафазните хромозоми на
костно-мозъчни клетки свидетелстват за различна степен на увреда на ДНК, респ. различен генотоксичен
потенциал спрямо хемопоезата. В този смисъл дозолимитиращата миелотоксичност на алкилиращите
цитостатици може лесно да се отстрани в случаите с Bendamustine при приложение на подходяща
терапевтична доза. Тези данни насочват и към предположението, че алкилирането не е основен
механизъм на цитотоксичност на Bendamustine за разлика от Mitomycin C.

mg/kg mg/kg mg/kg
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Поточна цитометрия и измерване на Sub-G1 клетъчна фракция след 24-
часова инкубация с Bendamustine

Фигура 19. Хистограма на SKW-3 клетъчна линия, третирани с 65 и 130 M Bendamustine.

На фигура 19. се вижда, че концентрация от 130 M (линия 3) предизвиква пълно спиране на клетъчния
цикъл при чувствителната на Bendamustine лимфоидна туморно-клетъчна линия. Докато при по-ниската
концентрация са засегнати само около 50 % от клетките (линия 2) в сравнение с нетретираните контролни
клетки (линия 1). Получените данни са показателни за промяната, която настъпва в клетъчния цикъл при
въздействие с Bendamustine. Спирането на прехода от G1 в синтетичната S фаза е отражение на
цитотоксичност, постигната при половината или всички клетки в зависимост от приложената
концентрация.

Цитотоксична ефективност на Bendamustine и Fludarabine при първични
култури от левкоцитни клетки на пациенти с ХЛЛ

От 10 пациенти с диагноза ХЛЛ, хоспитализирани за лечение в Държавна Университетска Болница ‘’Света
Анна’’ – София, сектор по хематология на вътрешно оделение, е взета по 5 ml. кръв от периферна вена
след предварително писмено доброволно съгласие от тяхна страна. С код, съответстващ на инициалите
на имената на пациентите, е означена всяка една кървна проба. Хепаризираната кръв след специална
обработка е използвана за получаване на първични култури с оглед определяне на тяхната
чувствителност или резистентност при въздействие с цитостатични средства. Пациентите са подбрани
като група с една и съща клинична диагноза ХЛЛ, характеризираща се с натрупване на имунологично
некомпетентни лимфоцити /B-лимфоцити, съдържащи Fc-фрагмент за имуноглобулини, но без
имунологична функция/.
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Фигура 20. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху LDM-CLL клетки след 72
h инкубиране. (проба 1)

Фигура 21. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху LDM-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 1)

Фигура 23. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху AKI-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 2)

Фигура 22. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху AKI-CLL клетки след 72
h инкубиране. (проба 2)

Фигура 24. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху MPP-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 3)

Фигура 25. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху MPP-CLL клетки след 72
h инкубиране. (проба 3)
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Фигура 26. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху VTK-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 4)

Фигура 28. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху GVD-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 5)

Фигура 30. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху GLD-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 6)

Фигура 27. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху VTK-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 4)

Фигура 29. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху GVD-CLL клетки след 72
h инкубиране. (проба 5)

Фигура 31. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху GLD-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 6)
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Фигура 32. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху VPK-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 7)

Фигура 34. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху RSG-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 8)

Фигура 36. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху VM-CLL клетки след 72
h инкубиране. (проба 9)

Фигура 33. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху VPK-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 7)

Фигура 35. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху RSG-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 8)

Фигура 37. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху VM-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 9)
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Сравнителен анализ на данните за влиянието на Bendamustine и
Fludarabine върху лимфоцитните клетки изолирани от пациенти с
хронична лимфо левкемия въз основа на IC35 стойностите

Таблица 2. IC35 стойности на Bendamustine и Fludarabine, определени при първични култури от кръвни
проби на пациенти с ХЛЛ.
CR = изчезване на всички симптоми; Ly < 4 x 109, Sg > 1,5 x 109, Tr > 100 x 109 / I, Hb >110 g/L, Костен
мозък < 30 % Ly;
PR = 50 % намаление на увеличените лимфоидни органи /далак, черен дроб, лимфни възли/, Sg > 1, 5 x
109, Tr > 100 x 109, Hb>100 g/L или покачване с 50 %;
PR = преминаване в по-раннен стадий по класификацията на Binet.
NC = без промени в клиничните и клинично-лабораторните показатели.

IC35 стойност вM
Проба код/възраст стадий на ХЛЛ Терапевтичен

резултат
Fludarabine Bendamustine

1 LDM/60 ХЛЛ-II ст. PR 4,1 50
2 AKI ХЛЛ-бластна криза exitus letalis

на 28-ия ден
4,8 82

3 MPP ХЛЛ-II ст. PR 6,4 39
4 VTK ХЛЛ-IV ст. NC >100 >100
5 GVD ХЛЛ-IV ст. PR 6,4 64
6 GLD ХЛЛ-III ст. NC 43 62
7 VPK ХЛЛ-III ст. PR 30 62
8 RSG ХЛЛ-II ст. NC 4,6 >100
9 VM ХЛЛ-IV ст. PR 4,6 >100
10 VPG ХЛЛ-IV ст. NC 4,6 >100

Фигура 38. Цитотоксична активност на
Bendamustine върху VPG-CLL клетки след
72 h инкубиране. (проба 10)

Фигура 39. Цитотоксична активност на
Fludarabine върху VPG-CLL клетки след 72 h
инкубиране. (проба 10)
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За по-прецизна сравнителна преценка (Таблица. 2) на ефектите на лекарствата ние определихме
стойностите на IC35 по кривите “концентрация - ефект’’, като показател за сравняване на цитотоксичния
ефект на двата цитостатика. Тези данни показват разлики в степентта на цитотоксичност на двата
цитостатика при in vitro експерименталната система с произход от лимфоцитни клетки на болни от ХЛЛ.
Пациент с инициали AKI (пациент №2) е с тежка белодробна и сърдечна патология и диагноза CLL-
бластна криза и въпреки комплексната терапия завършва с летален изход. Поради това анализът е
направен за девет от пациентите. При четири пациента (№ 4, 6, 8 и 10) не е постигнат терапевтичен
резултат (NC) след лечение с Bendamustine. Тези клинични данни за терапевтичния ефект на
Bendamustine съответстват на резултатите от онкобиограмата, клетките от първична култура имат високи
стойности на IC35. За проба (№4, VTK) също така е определена нечувствителност на туморно-клетъчната
популация и към Fludarabine. При лечение с Bendamustine е получена частична ремисия (PR) при
останалите пет пациенти (№1, 3, 5, 7 и 9). Тези данни съответстват на резултатите от онкобиограмите в
4/5 от случаите (IC35 е в диапазона от 39 до 62) и не са показателни само при проба №9, където IC50 е
повече от 100 M, а е постигната частична ремисия при пациента. При пациент (GVD) е получена
частична ремисия и това съответства на данните за чувствителност лимфоцитните клетки към
Bendamustine (IC35=64 M). Според данните от нашето експериментално изследване тази клетъчна проба
се отличава и с висока чувствителност и към Fludarabine (IC35=6,4 M). Докато при пациент (VM) с
постигнат (PR) терапевтичен ефект показва ниска чувствителност на in vitro растящите лимфоцити
(IC35>100 M) при проба №9. На този пациент са приложени много високи дози Bendamustine (190 мг/м2 на
курс) и получената частична ремисия PR е отчетена, след третия курс на лечение. Клинично установената
частична ремисия при трима болни VPK, MPP и LDM е в съответствие с in vitro данните за чувствителност
на клетките към Bendamustine (IC35 стойностите са съответно 62, 39 и 50 M). Направената съпоставка
между in vitro данните и краткосрочните терапевтични резултати при пациенти след проведен курс
лечение с Bendamustine очертават по принцип едно съответствие между in vitro чувствителността на
клетките и терапевтичните резултати при пациенти с ХЛЛ. Тези данни обаче не дефинират заключението
за прогностичната им стойност за ‘’онкоболните’’, тъй като са изведени от девет случая. Известно е, че за
точна преценка е необходимо продължително събиране на данни от достатъчен брой пациенти и с
проследяване на терапевтичните резултати в по-дългорочен план, т.е. натрупване на база данни за
преценка на корелацията. Проблемът е дефиниран в литерататурата като нова област с възможности за
предварително определяне на чувствителността на клетките от пациенти, растящи като първична култура,
към цитостатично въздействие. Предполага се, че такива изследвания могат да подпомогнат избора на
цитостатик при хемобластозите. Освен това методично е възможно изолирането на клетки и отглеждането
им като първично растящи култури.

In vitro проучване на влиянието на Bendamustine и Cyclophosphamide
върху изолирани хепатоцити от плъх

Bendamustine намалява броя на виталните клетки, при всички приложени концентрации (20-130 µМ), но в
различна степен Таблица 3. Слаба цитотоксичност (6%) има при 20 µМ и най-изразена - с 50 % при 130
µМ. При същите условия, Cyclophosphamide в концентрация 20 µМ, намалява с 27 % клетъчната
жиненост, докато при концентрация - 130 µМ - със 73 % спрямо контролата. Най-отчетлива и
статистически значима е разликата при ниската и при най-високата концентрация. При най-високата
концентрация 130 µМ, Bendamustine намалява клетъчната жизненост статистически значимо с 38 % по-
слабо от Cyclophosphamide. Тези данни позволяват да се приеме че Bendamustine проявява статистически



19

значим, по-слаб цитотоксичен ефект в сравнение с Cyclophosphamide. По-слаба цитотоксичност на
Bendamustine спрямо чернодробни клетки е най-вероятно свързана с разликите в биотрансформацията
между Bendamustine и Cyclophosphamide.

Група
Клетъчна жизненост
(%)

Ефект спрямо контолата
(%)

Контрола 
20 M   Bendamustine 94 ± 5,1 ### ↓6
45 M   Bendamustine 90 ± 3,4**### ↓ 10
60 M   Bendamustine 64 ± 1,4***### ↓36
80 M   Bendamustine 52 ± 1,7***## ↓48

130 M   Bendamustine 50 ± 1,3***### ↓50
20 M   Cyclophosphamide 73 ± 2,2*** ↓27
45 M   Cyclophosphamide 71 ± 2,8*** ↓29
60 M   Cyclophosphamide 55 ± 0,5*** ↓45
80 M   Cyclophosphamide 45 ± 2,4*** ↓55

130 M Cyclophosphamide 36 ± 2,7*** ↓64

Таблица 3. Влияние на Bendamustine и Cyclophosphamide върху изолирани хепатоцити от плъх ** p<0.01;
*** p<0.001 спрямо контролата, # # p<0.01; # # # p<0.001 спрямо Cyclophosphamide.

Влияние на Bendamustine и Cyclophosphamide върху ензимната активност
на чернодробни клетки

Група LDH (%) Ефект спрямо контолата (%)
Контрола 

20 M   Bendamustine 151 ± 0,02*** ↑ 51
45 M   Bendamustine 182 ± 0,01***### ↑ 82
60 M   Bendamustine 198 ± 0,001***### ↑ 98
80 M   Bendamustine 321 ± 0,01***### ↑ 221

130 M   Bendamustine 365 ± 0,02***### ↑ 256
20 M   Cyclophosphamide 156 ± 0,02*** ↑ 56
45 M   Cyclophosphamide 266 ± 0,004*** ↑ 166
60 M   Cyclophosphamide 354 ± 0,001*** ↑ 254
80 M   Cyclophosphamide 373 ± 0,02*** ↑ 273

130 M   Cyclophosphamide 407 ± 0,002*** ↑ 307

Таблица 4. Влияние на Bendamustine и Cyclophosphamide върху активността на ензима LDH на
изолирани хепатоцити от плъх ** p<0.01; *** p<0.001 спрямо контролата, # # p<0.01; # # # p<0.001 спрямо
Cyclophosphamide

Резултатите представени в таблица 4. показват, че в изолирани хепатоцити, Bendamustine в по-слаба
степен, но статистически значимо, повлиява освобождаването на ензима LDH, в по-слаба степен в
сравнение с Cyclophosphamide. Ефектът е концентрационно зависим. Bendamustine приложен
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самостоятелно в концентрация 20 M, статистически значимо повишава активността на ензима LDH с 51
%. Ефектът е концентрационно зависим и е най-изявен при концентрация  130 M. При тази концентрация
активността на ензима е повишена с 256% спрямо контролата. Върху изследвания параметър
Cyclophosphamide проявява по-изразен, статистически значим токсичен ефект в сравнение с
Bendamustine. Cyclophosphamide, в концентрация 20 M повишава нивото на LDH с 56 %, докато при 130
M, повишава активността на LDH с 307 % спрямо контролата.

Фармакоикономически анализ

За определяне на рентабилността на МТТ теста при оценка на стойностно ефективна клинична
алтернатива е приложен метод разход-ефективност. Гледната точка е тази на лечебното заведение за
времеви период от един терапевтичен курс.
Алтернативи за сравнение са Bendamustine и Fludarabine, при тестване на кръв на пациенти с ХЛЛ. Като
измерител на предиктивната стойност за терапевтичен успех  е прието IC35.
Първа стъпка на прилагане на метода е определяне на използваните здравни ресурси за теста. Данните
са събрани проспективно, чрез измерване на времето за провеждане на теста и количеството на
необходимите консумативи и реагенти. Втора стъпка е остойностяване на здравните ресурси.
Количеството време е умножено по разходите за работна заплата на съответния специалист за същото
време. Данните за заплатите са взети от осигурителния праг на Националната Агенция по Приходите.
Данните за консумативите са взети от тарифата на болницата. Данните за цените на лекарствата са взети
от регистъра на Министерство на Здравеопазване за цените на лекарствата, отпускани по лекарско
предписание.
При остойностяване на лечението бяха взети в предвид всичките манипулации, стойността на реактивите
и времето, за което се обработва една проба (таблица 5).

№ Манипулация Време
(min)

1. разреждане на кръвта 2
2. прибаване на Ficolle Paque 1
3. центруфугиране 20
4. изолация на левкоцитния пръстен 2
5. центруфугиране 5
6. отливане на течност 1
7. преброяване на клетките 4
8. прилагане на лекарство 7
9. прилагане на МТТ 2
10. прилагане на МТТ разтворител 2
11. разбъркване на 96 ямковата плака 10
12. отчитане на 96 ямковата плака 1
13. други манипулации 3
14. време за инкубация 72
15. общо време в минути 60

Таблица 5. Данни за разхода на реактиви при изолация на левкоцити, получаване на първична клетъчна
култура и манипулативното време за провеждане на МТТ-теста. Всичките операции отнемат 60 min, а
теста се отчита след 72 h.
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Въз основа на по-големия брой положително тествани пациенти, стойността на един успешно
предиктивно тестван пациент с Fludarabine е по-ниска.

INN (Международно
непатентовано име)

Производствена
цена + ДДС

Режим на дозиране Цена на месечен
курс лечение

Цена на годишен
курс лечение
(максимум 6
месеца)

Bendamustine 324.81 70–100 mg/m2

двапати месечно
(2 флакона)

324.81 x 2=649.62 649.62 x 6=
3897.72

Fludarabine 304.536 25 mg/m2 пет дена
месечно 304.54 x

5=1522.68
1522.68 x 6
=9136.08

показател Bendamustine Fludarabine разлика

Годишна цена за 10 пациента 38 977.20 91 360.80 52 383.60
Загуби от неповлияни пациенти 15 590.88 9 136.08 -6 454.80
Обща цена/нетна разлика 54 568.08 100 496.88 45 928.80

тип разход Единични разходи (лв.) брой Общ разход (лв.)
реактиви за МТТ тест 6.64 1–96 ямкова плака 6.64
време на лаборанта 0.035 60 min 2.08
време на лекаря 0.049 10 min 0.49
обща сума 9.21

тип лекарство цена на МТТ-тест брой позитивни при теста
пациенти

разход на един успешно
тестиран пациент

Bendamustine 9.21 6 1.535
Fludarabine 9.21 9 1.02

Таблица 6. Цена за провеждане на МТТ-теста.

Общият разход за МТТ-теста е оценен на 9.21 лв., като разходите за самия тест са 6.64 лв., 2.08
лв. за лаборанта извършващ манипулацията и 0.49 лв. за лекаря при отчитане и интерпретацията
на данните (Таблица 6.). Общият разход е еднакъв и за двете лекарства. Стойността на теста е
значително по-малка от останалите медико-диагностични процедури.

Таблица 7. Съотношение разход-ефективност.

Таблица 8. Годишните разходи за един пациент на монотерапия.
Ако всичките 10 пациенти са лекувани с Bendamustine за една година, общият разход ще бъде 38
977.20 лв.
При използване на Fludarabine, общият разход ще бъде 91 360.80 лв.

Таблица 9. Теоретични разходи за химиотерапия на 10 пациенти плюс загубите от неправилния
подбор на цитостатик.
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Въз основа на неповлияването на всеки 4 от 10 пациенти от Bendamustine, и 1 от 10 неповлиян от
Fludarabine, тяхното лечение може да се смята като загуба. Стойността за годишен курс лечение с
Bendamustiне е 54 568.08 БГЛ и 100 496.88 БГЛ за Fludarabine (Таблица 9). Обща/нетна теоретична
разлика в разходите за Fludarabine, сравнен с Bendamustine, е 45 928.80
Трета стъпка е определяне на измерител на резултата. Като измерител на предиктивната стойност на
терапевтичния ефект е избран броя на пациентите, постигнали инхибиторната концентрация IC35, при
която е инхибиран растежа на 35% от клетките в пробата на пациента.
Четвърта стъпка е определяне на съотношението разход ефективност. Разходите за провеждане на МТТ
теста (консумативи, време на лекаря и клиничния лаборант) се разделят на броя на пациентите,
постигнали IC35 и се определят разходите за един успешно диагностициран с МТТ теста пациент,
чувствителен на съответната алтернатива - Bendamustine или Fludarabine.
Като последна стъпка са оценени ползите за лечебното заведение от въвеждане на МТТ теста в
рутинната клинична практика, чрез изчисляване на спестяванията от подходящо лечение. Изчислена е
нетната настояща полза като от разходите за лечение на 10 пациенти с двете алтернативи са извадени
разходите за лечение на пациентите, при които не е постигната инхибиторна концентрация IC35 при
тестването.

ОБСЪЖДАНЕ

Новият лекарствен продукт Bendamustine има дълга история от създаването му през годините до днес и
това е свързано с разнопосочните усилия на  изследователите на алкилиращото съединение с неуточнен
спектър на активност. Утвърждаването му като полезно терапевтично средство в последните години е въз
основа на данните за отсъствие на кръстосана резистентност с другите класически алкилатори (Herold M,
1987, Herold M, 2006). Заедно с това бяха получени клинични данни за еднаква или по-висока ефикасност
при пациенти с ХЛЛ в сравнение с Cyclophosphamide, особено в случаите на неповлияни от стандартната
химиотерапия лимфобластози Agner G, 1975. Беше изяснен механизма на цитотоксичност на
Bendamustine, във връзка с неговото влияние върху биомолекули на апоптозните сигнални пътища, което
го причисли към съединение с модулиращо въздействие върху клетъчната сигналната трансдукция. И
макар че все още не е определен точния спектър на активност, ясно е че Bendamustine повлиява
предимно лимфопролиферативните процеси и има въможен терапевтичен ефект при множествен
миелом. Обзорните данни от последните години добре илюстрират химиотерапевтичните възможности на
Bendamustine в областа на хематологичните неоплазми.
Нашето проучване е насочено към изясняване спектъра на активност на Bendamustine при
експериментални in vitro моделни системи. За целта бяха използвани както панел дългоживеещи
стандартни клетъчни линии с различен произход, така и първични клетъчни култури, получени от кръвни
проби на пациенти с ХЛЛ.
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Цитотоксичен ефект на Bendamustine при моделни туморни клетъчни
линии

В тези изследвания клетъчните линии бяха подбрани по начин, позволяващ да се проследи
цитотоксичната активност върху клетъчни култури с лимфоиден, миелоиден и епителен произход. Наред с
това изборът им бе продиктуван от необходимоста за по-задълбочено проучване на клетъчните отговори
при онези от тях, притежаващи резистентен гено- и фенотип. Ето защо в двете от петте линии присъства
така наречената филаделфийска хромозома (Rowley JD, 1975), генерирана в резултат от транслокацията
t(9;22) (q34;q11). Такива са клетките CML-T1 и K-562, които eкспресират фузионния протеин BCR-ABL, на
който се отдава тяхната сравнително висока резистентност спрямо цитостатици. Двата основни варианта
на тази транслокация са b3а2 и b2a2. Тяхната структура се определя от типа на фузията: в първия случай
между екзон 2 на bcr и екзон 2 на abl, а във втория – между екзон 3 на BCR и екзон 2 на ABL (Histerkamp
N, 1985). Независимо от типа на фузията в клетките образуваният протеин е с молекулна маса 210 000
Da. Ние установихме, че клетъчната линия CML-T1 е чувствителна към Bendamustine независимо от BCR-
ABL експресията. Клетъчните линии SKW-3, HL-60 и THP-1 не притежават филаделфийска хромозома.
Получените от MTT-теста данни за цитотоксичността на Bendamustine спрямо клетъчни линии с
лимфоиден произход потвърждават литературните данни за ефективност на Bendamustine при
лимфопролиферативни заболявания (Kath R, 2001). Беше направено сравнение на ефекта на
Bendamustine върху клетъчните линии с миелоиден произход като HL-60, THP-1 и K-562. Туморно
клетъчните линии с епителен произход от карцином на млечната жлеза MCF-7 и MDA-MB-231 се оказаха
нечувствителни към въздействието на Bendamustine. Получените от нас резултати показват, че
Bendamustine специфично засяга лимфоидните клетки. Такъв специфичен спектър на действие не се
наблюдава при другите алкилиращи цитостатици. Това поставя въпроса доколко цитотоксичноста на
Bendamustine е свързана само с алкилирането на ДНК. Установената концентрационно зависима
цитотоксичност ни насочи към използване на методи, чрез които да се обясни изразения
противолевкемичен ефект.
След изолиране на ДНК от третирани с Bendamustine SKW-3 лимфоидни и HL-60 и BV-173 миелоидни
клетъчни линии и провеждане на електрофоретичен анализ установихме, че Bendamustine e мощен
индуктор на програмирана клетъчна смърт: образуване на ДНК фрагменти с размери от 200 до 2000
чифта бази. По метода на Nicoletti I и сътрудници (1991), с помощта на поточен цитометър определихме
количествено степента на образуване на хиподиплоидна фракция от апоптотични клетки, което
представлява друго доказателство за способността на Bendamustine да предизвиква програмирана
клетъчна смърт на малигнени клетки с лимфоиден фенотип.
Получените резултати при два различни методични подхода без съмнение изясняват наличието на
апоптозен механизъм на действие на Bendamustine. При това цитотоксичността е свързана с
повлияване на преминаването на клетките от G1 в S фаза, съдейки по резултатите от
цитофлуорометричното изследване и повишаване на количеството клетки от Sub G1 фракцията.
Сравнителното проучване на способността на Bеndamustine да индуцира хромозомни аберации в
пролифериращите клетки на костния мозък (кластогеннен ефект) разглеждахме не само по отношение на
генотоксичност, но и като въздействие върху ДНК-основна мишена за всички алкилиращи съединения.
Установихме че Bendamustine се отличава с неочаквано нисък кластогенен ефект в сравнение с
класическия нитрозуреен дериват Lomustine. Това ни дава основание да смятаме, че Bendamustine има
предимства по отношение на костно-мозъчната токсичност със своя слаб кластогеннен потенциал.
Тези данни допълват информацията за това, че основният механизъм на действие на Bendamustine не е
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само чрез алкилиране, но и с модулация на клетъчно-сигналните пътища при лимфоидините клетки, така
както за това изказват предположението си изследователи като Leoni и сътрудници (2008).

Влияние на Bendamustine върху чернодробни клетки

Изолираните хепатоцити са подходящ експериментален модел за научни изследвания in vitro при запазен
интегритет и функция на клетките (Guillouzo A, 1986). В настоящото проучване е проследен ефекта на
Bendamustine, върху чернодробни клетки чрез определяне на тяхната виталност и активността на ензима
LDH. Установената по-слаба хепатотоксичост на Bendamustine съответства на данните от
клиничните проучвания за по-добър профил на безопасност на Bendamustine в сравнение с
Cyclophosphamide. Тези резултати дефинират в по-голяма степен наличието на избирателна
цитотоксичност на Bendamustine спрямо туморно-клетъчни популации, без да бъдат засегнати значимо
функциите на нормалните чернодробни клетки, независимо от биотрансформацията на лекарството до
биологично активен метаболит. При сравнително разглеждане на ефектите на двете вещества върху
показателите за цитотоксичност – клетъчна жизненост и активност на ензима LDH, установихме, че
Bendamustine и Cyclophosphamide проявяват концентрационно зависим цитотоксичен ефект, който е
по-слабо проявен при Bendamustine. Cyclophosphamide е предлекарство, което претърпява цитохром
Р450–медииран метаболизъм до активни и реактивни метаболити (Pass GJ, 2005). От проучванията на
Boddy AV&Yule SM (2000)  се установява, че Cyclophosphamide се биоктивира от CYP2B до акролеин и
фосфорамид, които проявяват тератогенен и уротелоцитотоксичен ефект (Boddy AV&Yule SM, 2000).
Bendamustine също претърпява цитохром Р450-медииран метаболизъм, като CYP1A2 катализираното N-
деалкилиране и гама-хидроксилиране. Образуваните метаболити са с по-слаба или еднаква
цитотоксичност с тази на майчината молекула (Teichert J, 2005). Анализирайки данните за двете
лекарства можем да предположим, че разликите в цитотоксичността върху двата изследвани параметъра
на двете съединения са свързани с особеностите в тяхната биотрансформация.

Противотуморно действие на Bendamustine върху първични клетъчни
култури от пациенти с ХЛЛ и сравнителен анализ спрямо данните от
проучване върху моделни клетъчни линии

Класическото лечение на ХЛЛ се провежда с монохимиотерапия с Chlorambucil (Alkeran®) или
Cyclophosphamide. В някои случаи се предпочита комбинираната химиотерапия с Cyclophosphamide/
Vincristine/ Prednizolone (акроним CVP) или прибавен към нея антрациклинов антибиотик). Проучват се
възможностите за лечение с антиметаболити-аналози на аденина (Fludarabine, Balakrishnan K, 2010),
както това е известно за аналозите на цитидина (Аra C, de Vries JF, 2006) и нови растителни инхибитори
на митозата (от групата на таксаните, Di Raimondo F, 1997) самостоятелно или в комбинирани
химиотерапевтични протоколи (Tsimberidou AM, 2008). Основна стратегия на химиотерапията на
туморите е постигането на избирателна цитотоксичност и максимално елиминиране на тумор-
трансформираните клетки. Този принцип е особено важен при системните злокачествени
заболявания (левкемии и лимфоми), които изискват системна химиотерапия и трансформираните
кръвни клетки са с висока пролиферативна активност. Терапевтичният клиничен експеримент в тази
област досега недвусмислено дефинира тезата, че при различните видове тумори се отчита вариабилен
терапевтичен ефект. Нещо повече, даже при тумори с една и съща хистопатология и клиничен стадий на
протичане се наблюдава твърде голяма вариабилност на терапевтичните резултати, макар че са
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приложени едни и същи лекарства и терапевтични схеми. Това се обяснява с хетерогенноста на туморно-
клетъчните популации и разликите в биологичните характеристики на растеж: ДНК-съдържание в
клетката, разпределение на клетките в отделните фази на клетъчния цикъл, съдържание на глюкоза и
други биологични фактори. Тези данни обусляват необходимостта от индивидуализиране на
лекарствената терапия на база на редица предварително определени параметри. Много важни в тази
насока са следните параметри:

- чувствителност на клетките от туморно-клетъчната популяция към цитостатика;
- кинетика на клетъчната пролиферация, което изисква определяне на времето на

удвояване, определяне на ДНК-съдържание в клетката /ДНК хистограми/ и
разпределението на  клетките в клетъчния цикъл;

- биомаркери-сурогати за преценка на фармакодинамичния и терапевтичен ефект на
цитостатиците.

Насоките за разкриване на нови прогностични показатели и биомаркери се свеждат до дефиниранне на
генната експресия на биомолекули с диагностична и прогностична стойност. Същите тези биомолекули –
са и мишена за химиотерапевтично въздействие и могат да се приложат ефикасно при оценка на ефекта
на противотуморните лекарства.
В тази нова област на познанието ние си поставихме за цел да определим чувствителността /
резистентността на бластно трансформирани лимфоцити от пациенти с ХЛЛ към Fludarabine –
антиметаболит с доказана в последните години терапевтична стойност при ХЛЛ, и към Bendamustine, като
новорегистриран цитостатик с оригинална химична структура и друг механизъм на цитотоксичност.
Изведени са някои важни за клиничната практика заключения във връзка със зависимостите между
концентрация и ефект. Получени са данни за висока ефективност на Fludarabine и за сравнително по-
ниска чувствителност на туморно-клетъчните популации към Bendamustine при in vitro екперименталната
система (първична култура от лимфоцитни клетки на пациенти с ХЛЛ). За антиметаболитите е известно,
че специфично повлияват клетките в S-фаза на клетъчния цикъл. Освен това има данни, че те са
значително по-стабилни в сравнение с алкилиращите цитостатици, с което се осигурява тяхното
съхранение в клетката за по-продължително време, и по този начин си осигуряват по-голям субстрат от
клетки, намиращи се в S-фаза на клетъчния цикъл. Нашите данни потвърждават резултати от
излседванията на Plunkett W и съавтори (1980), които за първи път дефинират цитотоксичност за
нуклеозидни аналози върху лимфобластни клетки. Те съответстват на клиничните данни за
терапевтичната ефикасност на Fludarabine при около 2/3 от пациентите с постигане на пълна или
частична ремисия (по данни на M. Keating и съавтори, 1989; O Brien и съавтори, 1993).
Bendamustine в нашите екперименти проявява инхибиращ ефект само при 60 % от пробите. Наблюдава се
по-голяма вариабилност, която по принцип е характерна за алкилиращите цитостатици и това намира
обяснение в някои техни характеристики, а имено те са циклово-специфични агенти и като химични
съединения имат неголяма стабилност и лесно се хидролизират вътреклетъчно. В този смисъл нашите
данни показват, че Bendamustine действа като алкилиращ цитостатик с висока реакционна способност, но
при липсата на вътреклетъчно натрупване, т.е. повлиява една малка част от туморно-клетъчната
популация на прехода от G1 или в началото на синтетичната S-фаза от клетъчния цикъл. От тези
проучвания, както и от проведените фармакодинамични изследвания и определения спектър на активност
ние изградихме хипотезата, че Bendamustine действа основно чрез повлияване на сигнални биомолекули
от апоптозния сигнален път. Според нас наличието на пуриново ядро в структурата на Bendamustine не
определя антиметаболитен характер на съединението. Възможно е наличието на метаболит да
способства за включването в биохимичните вътреклетъчни пътища и за модифициращ ефект върху
сигналната трансдукция. Но клетките в ранната G1 фаза на клетъчния цикъл са сякаш стопирани в своя
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преход към S-фазата (според нашите данни), с което намалява популацията от клетки за най-силно
въздействие от антиметаболитите. Bendamustine постига in vitro сравнително висока цитотоксичност
при левкемичните клетки. Получените данни потвърждават резултати от предишни наши изследвания за
цитостатичния ефект на Bendamustine при клетъчни култури от лимфо-левкемичен произход (Konstantinov
SM, Kostovski A, 2002). Заедно с това тези данни показват наличието на линейна зависимост между
концентрацията и ефекта на алкилиращия цитостатик, което може да има клинично значение при
разработване на терапевтичните схеми и при провеждане на терапевтичния лекарствен мониторинг въз
основа на плазмените концентрации на лекарството. Може да се приеме, че in vitro резултатите имат
прогностична стойност, като се има предвид клиничната оценка за Fludarabine / повлияване на 75-90 % от
случаите/ и съвпадението на in vitro – in vivo резултатите за Bendamustine. Дефинитивни заключения за
корелацията между in vitro и in vivo данните не могат да се направят, защото броят на пациентите и
разликите във важни показатели при подбора на клиничната група пациенти не позволяват това. Но ние
разглеждаме този показател – чувствителност на клетките на пациента при in vitro условия, само като
един от възможните критерии, които в съчетание с други параметри, могат да послужат като основа за
вземане на решение при избора на цитостатик и на терапевтична схема за лечение на болните с ХЛЛ.

Можем да обобщим, че Bendamustine е противотуморно средство с изразени противолевкемични
свойства (мощен индуктор на апоптоза), особено подходящ за лечение на лимфопролиферативни
злокачествени заболявания като лимфогрануломатозата на  Hodgkin и не-Hodgikin-овите лимфоми
(NHL), Bendamustine се отличава с добра поносимост и значително понижени токсични ефекти,
например по отношение на хематопоетичния костен мозък в сравнение с класическите
нитрозоурейни алкилатори.

Фармакоикономически анализ за себестойноста на курса лечение на
пациенти с ХЛЛ на база ефективност и цена между Bendamustine и
Fludarabine.

Данни от използването на МТТ-теста с цел предварителна оценка и анализ на разхода насочват да се
предпочете използването на Fludarabine, защото има по-ниска цена за един успешно тестван и повлиян
пациент. Ако чувствителните пациенти са лекувани в in vivo условия с Fludarabine, това ще доведе до
голямо спестяване на финансови средства на болничните заведения, дължащо се на намаляване на броя
на неправилно лекуваните пациенти. Нашето теоретично изчисление на нетните разходи за здравното
заведение, показва, че лечението с Fludarabine ще доведе до нетни разходи от 45 928,80 лева, което е
значително по-ниско от разходите за лечението на всички наблюдавани 10 пациенти (91 360,80 лв.) в
резултат на икономии от неправилното лечение. Въпреки факта, че това е само едно сравнително
теоретично изчислението МТТ теста може да се внедри във всички лечебни заведениа, което е
ориентирано към подобряване на терапевтичните резултати и спестяване на разходи. Това проучване е
първо в страната, и едно от малкото в световната литература,  в което се прилага фармакоикономическа
оценка още на in vitro ниво, което определя неговата оригиналност. То показва, че предварителното
тестване на пациентите за чувствителност към даден онкологичен продукт може да доведе до намаление
на разходите за лечение и риска за пациента при избор на неподходящ онкологичен продукт. По тази
причина може да се препоръча на здравните власти включване в съответните клинични пътеки на
изискване за тестване на чувствителност преди лечението с конкретно лекарство.
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ИЗВОДИ

1. При определяне на цитотоксичната ефективност на Bendamustine върху спектър от 11
туморно-клетъчни линии е определено, че клетките от eпителен произход (MCF-7 и MDA-
MB-231) са резистентни, докато туморно-клетъчните линии от лимфоиден произход (SKW-
3, REH, DOHH-2) проявяват висока чувствителност.

2. Миелодно-клетъчните популации се отличават с различна чувствителност към
Bendamustine: от неповлияване при THP-1, К-562 и LAMA-84 до умерен ефект при HL-60 и
изразен ефект при CML-T1 и BV-173.

3. Електрофоретичният анализ на ДНК от цитозолна фракция на третирани клетки от три
клетъчни линии (SKW-3, HL-60 и BV-173) показва, че Bendamustine реализира
олигонуклеозомна ДНК-фрагментация с което се изяснява наличието на апоптозен
механизъм на действие.

4. Цитофлуорометричният анализ показва, че Bendamustine способства за формирането
на хиподиплоидна фракция от апоптотични клетки, високият процент Sub-G1 фракцията е
повишен до 75-85 % при лимфоидните (SKW-3, REH и DOHH-2) и 92 % при BV-173 и 50 %
CML-T1 при миелоидните клетъчни линии.

5. Bendamustine се отличава с нисък кластогенен ефект за разлика от Mitomycin C и
Lomustine. Честотата на хромозомни аберации се определя на 3,28 %, докато Mitomycin C
индуцира аберации при 23 % от метафазите, а Lomustine 56 %.

6. Bendamustine по-слабо повлиява функцията на изолирани хапатоцити в сравнение с
Cyclophosphamide. При еквимоларни концентрации процентът на виталните хепатоцити е
по-висок, а активноста на лактат-дехидрогеназата се повишава в по-малка степен в
сравнение с данните за Cyclophosphamide.

7. При определяне на цитотоксичната ефективност на Bendamustine и Fludarabine върху
първични левкоцитни клетъчни култури от кръв на болни с ХЛЛ е доказано, че е възможно
да се търси корелация между ефекта на лекарството in vitro и неговата терапевтична
ефикасност.

8. Установенни са данни за изразен цитотоксичен ефект на Fludarabine 50 % инхибиция
при 3 от 10 проби (1, 2, 9) и намаляване на броя витални клетки сравнено към контролата с
40-45 % при 6 от 10 проби (3, 5, 6, 7, 8 и 10) и неповлияване на 1 от 10, проба №4. Във
сравние, Bendamustine при концентрация 100 M постига 40 % инхибиция при 4 от 10
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проби (3, 6, 7 и 8) и неповлияване при две проби (№4 и 10). Определена е вариабилност в
чуствителността на различните 10 проби от болни с ХЛЛ по отношение на Bendamustine и
Fludarabine, от пълно неповлияване до умерена инхибиция и висока чувствителност към
химиотерапевтично въздействие.

9. Установена е в 90 % от случаите корелация между резултатите от онкобиограмите с
Bendamustine и краткосрочните терапевтични резултати, изразена като клинично
преценена частична ремисия. Съответствие се дефинира и по отношение на пациентите
без подобрение, при които in vitro в 90 % от случаите е определена резистентност (IC50

>100 µM).

10. Фармакоикономическият анализ на база на МТТ-теста определя използването на
Fludarabine като рентабилно, защото има по-ниски разходи за един повлиян пациент и
води до значителни спестявания от 45 928, 80 лв.

ПРИНОСИ

I. Научно теоретични

1. Извършено е пълно охарактеризиране на активността на Bendamustine върху
туморно клетъчни моделни системи: Не са открити публикации за изследване на
действието на Bendamustine върху левкемични клетъчни линии с различен клонален
произход. В докторската дисертация е изледван Bendamustine върху лимфоцитния
ред, миелоцитния ред и тумори от млечната жлеза (с епителен произход).

II. Научно методични

1. Охарактеризиран е кластогенния ефект (мутагенност) на метафазните пластинки на
костния мозък при мъжки и женски мишки от лабораторна линия C57Bl и е
установено, че способността на Bendamustine да предизвиква хромозомни аберации
е седем пъти по малка от тази на класическия алкилатор Mitomycin C и 17, 9 пъти от
тази на нитрозурейното производно Lomustine.

2. Установено е че Bendamustine индуцира апотоза при лимфоидните и миелоидни
клетъчни линии.

3. Потвърден е ниският кластогенен ефект на Bendamustine, което е важно за
терапевтичната практика с ниския генотоксичен потенциал и намаления риск от
възникване на вторични тумори вследствие на прилагане на основното
химиотерапевтично лечение.
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III. Научно приложни

Това е първото фармакоикономическо проучване в България, което изследва стойностната
ефективност на in vitro резултати за диагностични цели. То показва, че подобни
изследвания могат да спестят средства на лечебните заведения.
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