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(54) Metoda de chimioterapie selectiva interstitiala pentru glioblastomul recurent

al creierului

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in
special la neurochirurgie si oncologie si poate
fi utilizatd pentru chimioterapia selectiva
interstitiald pentru tratamentul glioblastomului
recurent al creierului.

Esenta inventiei consta in aceea ca se
efectueaza interventia chirurgicala pentru
inlaturarea tumorii, apoi in patul tumoral se
introduce un capat al unui cateter din silicon,
care se scoate la suprafata craniului, dupa care
cavitatea craniald se 1Inchide pe straturi.
Cateterul se trece prin stratul subcutanat al
regiunii  parieto-occipitale, de-a  lungul
suprafetei posterioare a muschiului
sternocleidomastoidian, iar in  regiunea
subclaviculara se efectueaza o incizie de 2 cm,

2
unde se introduce un mini-port la care se
conecteaza capatul opus al cateterului, dupa
care plaga se suturcazd. Se administreaza
prima dozda de 0,25 mg de doxorubicina cu
ajutorul unui liniomat, care se conecteaza la
mini-portul instalat cu ajutorul unei seringi,
apoi In lipsa reactiilor adverse se repetad
administrarea in doza de 1 mg, de 2...3 ori,
peste fiecare 2 zile. Dupa 10 zile se
administreaza preparatul utilizat in doza de 1
mg, apoi procedura se repetd de 3 ori, peste
fiecare 10 zile, dupd care doxorubicina se
administreaza o data pe lund, in doza de 1 mg,
timp de 4...6 luni.
Revendicari: 1



(54) Method for selective interstitial chemotherapy for recurrent brain

glioblastoma

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to neurosurgery and oncology, and
can be wused in selective interstitial
chemotherapy for the treatment of recurrent
brain glioblastoma.

Summary of the invention consists in
that it is performed the surgical tumor removal
intervention, then into the tumor bed is
introduced one end of a silicone catheter,
which is brought to the surface of the skull,
after which the cranial cavity is closed in
layers. The catheter is passed through the
subcutaneous layer of the parieto-occipital
region, along the posterior surface of the
sternocleidomastoid muscle, and in the

2
subclavian region, is made an incision of 2 cm,
where a mini-port is inserted, to which the
opposite end of the catheter is connected, after
which the wound is sutured. The first dose of
doxorubicin 0.25 mg is administered using a
liniomat, which is connected to the installed
mini-port using a syringe, then, in the absence
of adverse reactions, it is administered again in
a dose of 1 mg, 2...3 times, every 2 days. After
10 days, it is administered the used drug in a
dose of 1 mg, then the procedure is repeated 3
times, every 10 days, after which doxorubicin
is administered once a month, in a dose of 1
mg, for 4...6 months.
Claims: 1

(54) MeToa cesIeKTHBHOI HHTEPCTHIHAIBHOM XUMHOTEPATINH JIJIS

peluIuBUPYIOLIEH IIH001aCTOMBI MO3ra

(57) Pedepar:
1

N3o0pereHue 0OTHOCUTCS K MEAMIIMHE,
B YaCTHOCTH K HEWPOXHPYPTHH M OHKOJIOTUH,
M MOXeT ObITh  HCHOJB30BAaHO  IpU
CEJIEKTUBHOW BHYTPUTKAHEBOW XMMHOTEPAIIUU
JUISl JICYEHUS] PEKYPPEHTHOW TIINOOIaCTOMBI

TOJIOBHOTO MO3ra.
CymHocTh W300peTEeHHs COCTOHMT B
TOM, 4TO MIPOBOJAT XUPYpPrUYECKOe
BMEIIATENBCTBO MO YAAIEHHUIO OIYXOJIH, 3aTEM
B JIO)KE€ OIYyXOIH BBOIAT OJWUH  KOHEI]
CIJINKOHOBOTO KaTeTepa, KOTOPHIN BRIBOAAT Ha
MOBEPXHOCTh dEepemna, II0C/Ie Yero IMOJOCTh
gepema  3aKkphelBaloT  mocioiHo.  Katertep
IIPOBOJAT 4epe3 IMOAKOXKHBIM CIOH TEMEHHO-
3aTBIJIOYHOM obJactu, BJIOJIb 3aJIHEH
MTOBEPXHOCTH IpyIUHO-KITIOYHUYHO-
COCLEBUJHOW MBIIIIBL, a B MOJKIOYNIHON

2
00JTacTH BBITIOJHAIOT pa3pe3 IHHOH 2 cM,
KyJa BBOJAT MHHH-TIOPT, K KOTOpOMY
MOJAKIIOUAIOT  TPOTHBOIONOXKHBIA  KOHEIl
Karerepa, I0Cie Yero paHy yuuBaroT. Beoxadar
nepByr0 03y Jokcopyburmaa 0,25 Mr c
MTOMOIIEI0 JINHIOMATa, KOTOPBIH COCTUHICTCS
C YCTaHOBJICHHBIM MHHHU-TIOPTOM IIPU TTOMOIITH
OITIPHUIA, 3aTeM TPH OTCYTCTBHU TTOOOYHBIX
peakuuii BBOAST MOBTOPHO B jo3e 1 mr, 2...3
pasa, yepe3 kaxnaesle 2 aHa. Yepe3 10 nueit
BBOJISIT UCTIONB3YIONINI Tipenapat B 103¢ 1 mr,
3aTeM MpOIEaypy MOBTOPAIOT 3 pasa, depes
Kaxaele 10 mHEH, mociie 4ero JOKCOPYOHITUH
BBOJST OJMH pa3 B Mecsl, B o3¢ | wmr, B
TeueHue 4...6 Mmec.
I1. popmynsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicing, in special la neurochirurgie si oncologie si poate fi utilizata pentru
chimioterapia selectiva interstitiala pentru tratamentul glioblastomului recurent al creierului.

Glioblastomul este una din cele mai agresive tumori cerebrale, avand o recidiva si mortalitate de
100% in intervalul de 1,5...2 ani de la interventia chirurgicala pentru eliminarea tumorii (Batash R., Asna
N., Schaffer P., Francis N., Schaffer M. Glioblastoma Multiforme, Diagnosis and Treatment; Recent
Literature Review. Curr. Med. Chem. 2017, vol 24(27), p. 3002-3009).

Glioblastomul multiform (GBM) este cea mai frecventa si mai agresiva tumoare malignd primara
a creierului, cu o incidentd globala de <10 la 100,000 de persoane si un prognostic remarcabil de prost,
aratand o ratd de supravietuire la un an de numai 37,2% si o ratd de supravietuire la 5 ani doar de 5,1%,
media supravietuirii fiind de ~10 luni (Taylor O.G., Brzozowski J.S., Skelding K.A. Glioblastoma
Multiforme: An Overview of Emerging Therapeutic Targets. Front Oncol. 2019 Sep. 26, vol. 9, p. 963.
doi: 10.3389/fonc.2019.00963. PMID: 31616641; PMCID: PMC6775189). Tratamentele de astdzi nu pot
vindeca pacientii cu GBM, ci doar le poate extinde supravietuirea.

Este cunoscutd metoda de tratament complex al GBM, care consta in interventia chirurgicala,
unde se efectueaza rezectia maximald a tumorii, urmatd de radioterapie si chimioterapie concomitenta,
sistemicd, iar chimioterapia include cel mai frecvent temozolomida (TMZ) - un agent alchilant peroral,
ambele ducand la imbunatatiri ale supravetuirii globale ale pacientilor de la 12,1 luni cand este utilizata
radioterapia in monoterapie pana la 14,6 luni, la utilizarea radioterapiei in combinatie cu TMZ,
administratia enteral. In afari de TMZ, chimioterapia poate include alte medicamente, cum ar fi:
lomustina, carmustind intravenoasa, bevacizumab si alte chimioterapice aprobate de catre Administratia
SUA pentru Alimente si Medicamente (FDA) pentru tratamentul GBM [1], (Martinez-Garcia M.,
Alvarez-Linera J., Carrato C., et al. SEOM clinical guidelines for diagnosis and treatment of
glioblastoma, 2017, Clin Transl Oncol. 2018 Jan, vol. 20(1), p. 22-28).

Dezavantajul acestei metode de tratament complex consta in eficienta ei joasa, care se manifesta
prin lipsa unei imbunatatiri semnificative privind supravietuirea i durata unei perioade fara recidive la
acesti pacienti. Un alt dezavantaj al acestei metode consta in eficienta nesatisfacatoare, conditionata de
faptul, cd nu indeplineste cerintele privind expunerea selectiva la celulele glioblastice, fiind afectat in
mod inevitabil sistemul imunitar si toate celulele care se divid rapid, cum ar fi, de exemplu, epiteliul
intestinal, seria mieloida limfopoieticA a maduvei osoase, celulele gonadelor si foliculilor pilosi
(Stepanovic A., Nikitovic M. Severe hematologic temozolomide-related toxicity and lifethreatening
infections. J BUON. 2018, PMID: 29552752).

Un alt dezavantaj al metodei mentionate constd In aceea cad concentratia remediului
chimioterapic in tesutul tumoral variaza foarte mult si, adesea nu este citotoxicad pentru celulele tumorale
la intervalele dintre administrarea remediului. Totodatd, chimioterapia sistemica contribuie la formarea
clonelor de celule glioblastice tolerante, rezistente la concentratii ce depdsesc de 5..10 ori dozele
terapeutice ale remediilor chimioterapice utilizate.

Un alt dezavantaj constd in faptul ca in chimioterapia sistemica, pot fi utilizate doar remedii
chimioterapice care pot traversa bariera hemato-encefalici (BHE), o bariera semipermeabila extrem de
selectiva, care separa sangele de creier. BHE este o problema de medicind fundamentala, care blocheaza
progresul in dezvoltarea de noi terapii eficiente pentru tumorile cerebrale sau dezvoltarea de noi produse
radiofarmaceutice pentru imagistica creierului (Pardridge W.M. Drug transport across the blood-brain
barrier. J. Cereb. Blood Flow Metab. 2012, p. 1959-1972).

Este cunoscutd metoda de tratament al glioblastomului multiform (GBM), care se bazeaza pe
implantarea unor capsule cu gel de carmustind "Gliadel" cu absorbtie lenta in patul tumoral, fapt ce
permite de a obtine un efect citotoxic timp de cateva sdptamani sau cateva luni. Carmustina este o
nitrozouree antineoplazica, care alchileaza si leagd ADN-ul in toate fazele ciclului celular, ducand la
perturbarea functiei ADN-lui celular, oprirea ciclului celular si apoptozei. Acest agent carbamoileazd si
proteinele, inclusiv enzimele de reparare a ADN-ului, rezultind cu un efect citotoxic pregnant.
Implanturile biodegradabile de carmustina (BCNU) (Gliadel(@) Wafer, Eisai Inc., New Jersey, SUA)
utilizate in tratamentul GMB Tmbunétatesc supravietuirea globald in comparatie cu placebo in studiile
clinice controlate din Statele Unite si Europa [2].

Dezavantajul acestei metode de tratament constd in eficienta ei nesatisfacatoare, care se
manifesta prin lipsa unei Tmbunatatiri semnificative privind supravietuirea si durata unei perioade fara
recidive la acesti pacienti. Supravietuirea medie pentru pacientii tratati cu capsule cu gel de carmustina
"Gliadel", conform datelor din literatura de specialitate este de 8,7 luni fatd de 5,5 luni comparativ cu cei
tratati fara capsule de carmustind (Bregy A., Shah A.H., Diaz M.V., Pierce H.E., Ames P.L., Diaz D.,
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Komotar R.J. The role of Gliadel wafers in the treatment of high-grade gliomas. Expert Rev Anticancer
Ther. 2013 Dec; 13, vol 13(12), p 14).

Un alt dezavantaj al metodei mentionate constd in dificultatile mentinerii concentratiei
citotoxice optimale ale remediului chimioterapic in tesutul tumoral pe termen lung, deoarece restabilirea
capsulelor cu gel de carmustind "Gliadel" in patul tumoral poate fi efectuata doar prin interventie
neurochirurgicald, cu un risc ridicat de complicatii grave, inclusiv convulsii §i evenimente hemoragice sau
trombotice.

Un alt dezavantaj al acestei metode de tratament constd in aparitia unor complicatii grave, cum
ar fi edemul cerebral, convulsiile, probleme de vindecare a plagii postoperatorii, infectiile, trombozele,
hipertensiune intracraniand, totodata, simptomele de intoxicatie generala la utilizarea capsulelor Gliadel
pentru pacientii cu GBM au fost mai exprimate (Ashby L.S., Smith K.A., Stea B. Gliadel wafer
implantation combined with standard radiotherapy and concurrent followed by adjuvant temozolomide
for treatment of newly diagnosed high-grade glioma: a systematic literature review. World J. Surg. Oncol.
2016 Aug 24, doi: 10.1 186/s12957-016-0975-5), fapt ce poate fi explicat prin aceea cd carmustina este
foarte lipofila si traverseaza cu usurintd bariera hemato-encefalica (BHE) (Xing W.K., Shao C., Qi Z.Y.,
Yang C., Wang Z. The role of Gliadel wafers in the treatment of newly diagnosed GBM: a meta-analysis.
Drug Development and Therapy, 2015, vol. 9, p. 33413348).

Este cunoscuta altd metoda de tratament al glioblastomului malign recurent, care se bazeaza pe
administrarea doxorubicinei lipozomale pegilate (PEG-DOXO) in dozi de 20...40 mg/m?, zilnic, care
spre deosebire de doxorubicina libera, patrunde prin BHE si manifesta o eficacitate moderata impotriva
gliomului malign recurent, 1n special, impotriva gliomului de gradul III [3].

Dezavantajul acestei metode constd in eficientd nesatisfacitoare, conditionata de faptul ca nu
indeplineste cerintele privind expunerea selectiva la celulele glioblastice, fiind afectat iIn mod inevitabil
sistemul imunitar §i toate celulele care se divid rapid (de exemplu, epiteliul intestinal, seria mieloida si
limfopoieticd a maduvei osoase, celulele gonadelor si foliculilor pilosi). Totodatd, metoda mentionata
poate contribui la formarea clonelor de celule glioblastice tolerante, rezistente la remediul chimioterapic
utilizat.

Cea mai apropiata dupa esenta si rezultatul obtinut poate fi metoda de tratament, care constd in
implantarea intracraniana a unui polimer reabsorbabil, ce contine doxorubicind (DOXO), care prelungeste
semnificativ supravietuirea animalelor experimentale purtitoare de gliom intracraniam uman pana la 45
de zile (p<0,0001) fatd de 21 de zile in grupul de control, ce contine doar polimerul reabsorbabil fara
DOXO. Mai mult decat atat, efectele secundare sistemice ale acestui remediu au fost minimizate din
cauza ca DOXO nu penetreaza bariera hemato-encefalica (BHE) [4].

Dezavantajul acestei metode constd in eficientd nesatisfacdtoare, conditionatd de faptul ca
metoda propusa nu indeplineste cerinta privind mentinerea concentratiei citotoxice optimale a remediului
chimioterapic atat in patul tumoral, cat si in tesutul creierului pe termen lung (luni de zile, chiar ani), fapt
ce influenteazd negativ asupra citotoxicitatii si eradicarii celulelor tumorale, precum s§i la aparitia
efectelor adverse: cresterea presiunii intracraniene provocate de edem cerebral, defecte de vindecare a
plagilor, aparitia convulsiilor epileptice si altor probleme neurologice.

Un alt dezavantaj al acestei metode consta in dificultdtile de mentinere a concentratiei citotoxice
optimale ale remediului chimioterapic in tesutul tumoral pe termen lung, deoarece restabilirea capsulelor
cu gelul polimer reabsorbabil ce contine doxorubicind (DOXO) in cavitatea intracraniana poate fi
efectuata doar prin interventie neurochirurgicald, cu risc ridicat de complicatii grave, inclusiv convulsii si
evenimente hemoragice sau trombotice.

Problema pe care o rezolva inventia constd in optimizarea conditiilor de efectuare a metodei de
chimioterapie selectiva interstitiald pentru glioblastomul recurent al creierului cu crearea conditiilor ce
asigura mentinerea concentratiei citotoxice optimale a remediului chimioterapic atat in patul tumoral, cat
si 1n tesutul creierului, fapt ce permite eradicarea mai completa a celulelor de gliom, reducerea recidivelor
glioblastomului si marirea sperantei de viata a pacientilor.

Esenta inventiei constd in aceea ca se efectueaza interventia chirurgicald pentru inlaturarea
tumorii, apoi in patul tumoral se introduce un capat al unui cateter din silicon, care se scoate la suprafata
craniului, dupa care cavitatea craniala se inchide pe straturi. Cateterul se trece prin stratul subcutanat al
regiunii parieto-occipitale, de-a lungul suprafetei posterioare a muschiului sternocleidomastoidian, iar in
regiunea subclaviculard se efectueaza o incizie de 2 c¢m, unde se introduce un mini-port la care se
conecteaza capatul opus al cateterului, dupa care plaga se sutureaza. Se administreaza prima doza de 0,25
mg de doxorubicind cu ajutorul unui liniomat, care se conecteaza la mini-portul instalat cu ajutorul unei
seringi, apoi in lipsa reactiilor adverse se repeta administrarea in doza de 1 mg, de 2...3 ori, peste fiecare 2
zile. Dupa 10 zile se administreaza preparatul utilizat in doza de 1 mg, apoi procedura se repeta de 3 ori,
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peste fiecare 10 zile, dupa care doxorubicina se administreaza o datd pe luna, in doza de 1 mg, timp de
4...6 luni.

Paralel, se obtine o cultura de celule de glioblastom si se selectioneaza remediul cu cea mai mare
sensibilitate pentru tumoarea data, care dupad refacerea starii neuropsihice somatice a pacientului (de
obicei 14 zile), in calitate de remediu chimioterapic se foloseste doxorubicina (DOXO) care, dupd
efectuarea probei alergologice subcutanate, se injecteaza in port, cu o frecventa care permite obtinerea si
mentinerea efectului citotoxic §i citostatic optimal in patul tumoral si in tesutul creierului pe termen lung
(luni de zile), in functie de starea generald a pacientului, rezultatele testelor de sange generale si
biochimice, prezenta celulelor tumorale circulante (CTC) si caracteristicilor lor moleculare, CT-ul
dinamic si controlul RMN.

Numaérul de cursuri de chimioterapie depinde de mai multi factori: a) de toleranta biologica a
medicamentului; b) de marimea tumorii indepartate; c) de gradul de malignitate a tumorii; d) de
rezultatele imagisticii prin rezonanta de control a creierului, etc.

Metoda propusa de chimioterapie interstitiala utilizeaza catetere port standard, sterile, fabricate
pe cale industriald pentru administrarea intravasculara selectiva a remediilor farmaceutice. Aceste porturi
sunt fabricate de mai multe companii, cum ar fi "Braun" din Franta, sub denumirea "Celsite" (Celsite
Acces Ports - Magazin online B. Braun. https: //magazin-bbraun.ro > img > cms > Ghid util).

Instalarea unui cateter-port standard de tipul "Celsite", se efectueazd in modul urmaitor. Se
efectueaza interventia chirurgicalad pentru inlaturarea tumorii, apoi in patul tumoral se introduce un capat
al unui cateter din silicon, care este scos la suprafata craniului, dupa care cavitatea craniala se inchide pe
straturi. Cateterul se trece prin stratul subcutanat al regiunii parieto-occipitale, de-a lungul suprafetei
posterioare a muschiului sternocleidomastoidian, iar in regiunea subclaviculara se efectueaza o incizie de
2 cm, unde se introduce un mini-port la care se conecteaza capatul opus al cateterului, dupa care plaga se
sutureaza. Pentru introducerea unui medicament chimioterapic, se face o punctie cutanatd deasupra
portului cu un ac special, dupa ce pielea a fost dezinfectata cu alcool etilic de 70%. Avantajul real al unui
astfel de port este posibilitatea efectuarii chimioterapiei interstitiale selective fractionate timp de mai
multe luni, chiar ani.

Doxorubicina (DOXO) a fost aleasa ca medicament chimioterapic de prima linie, deoarece este
cel mai eficient medicament citotoxic dintre mai multe medicamente utilizate frecvent in practica clinica
(temazolomida, cisplatina, procarbazind, vincristind, ciclofosfamida, etc.). Datele experimentale
demonstreaza cd DOXO manifestd efecte citotoxice asupra glioblastomului incepand cu concentratia
egald sau mai mare > de 0,0002 mg/ml (sau 0,2 pg/ml). Aceasta este eficienta terapeutica a DOXO
inregistratd in farmacopee.

Metoda se efectueaza in modul urmator.

Metoda consta in aceea ca se efectueaza interventia chirurgicald pentru inlaturarea tumorii, apoi
in patul tumoral se introduce un capat al unui cateter din silicon, care se scoate la suprafata craniului,
dupa care cavitatea craniald se inchide pe straturi. Cateterul se trece prin stratul subcutanat al regiunii
parieto-occipitale, de-a lungul suprafetei posterioare a muschiului sternocleidomastoidian, iar in regiunea
subclaviculard se efectueaza o incizie de 2 cm, unde se introduce un mini-port la care se conecteaza
capdtul opus al cateterului, dupa care plaga se suturecaza. Se administreaza prima doza de 0,25 mg de
doxorubicind cu ajutorul unui liniomat, care se conecteaza la mini-portul instalat cu ajutorul unei seringi,
apoi in lipsa reactiilor adverse se repetd administrarea in doza de 1 mg, de 2...3 ori, peste fiecare 2 zile.
Dupa 10 zile se administreaza preparatul utilizat in doza de 1 mg, apoi procedura se repeta de 3 ori, peste
fiecare 10 zile, dupa care doxorubicina se administreaza o datd pe lund, in doza de 1 mg, timp de 4...6
luni.

Procedura se desfasoara sub supravegherea medicului curant a chimioterapeutului, urmata de
tomografia computerizata (CT) si rezonanta magneticd nucleara (RMN) ale creierului, teste de sdnge
generale si biochimice, identificarea prezentei celulelor tumorale circulante (CTC), ceea ce asigurda
distrugerea eficienta a celulelor tumorale, scaderea recurentei glioblastomului si cresterea sperantei de
viata a pacientului.

Pentru tratarea glioblastomului, dupa refacerea starii neuropsihice si somatice a pacientului (de
obicei 14 zile), prima administrare a DOXO se efectueaza in regim de proba biologica cu introducerea a
0,25 mg de DOXO, diluatd in 10 ml de apa pro injectiones cu ajutorul unei seringi instalate intr-un
liniomat si mini-portul instalat, care se efectueaza cu o viteza de 20...30 ml/ord (in scopul prevenirii
cresterii presiunii intracraniene provocate de edem cerebral). Apoi, in absenta unei reactii hiperergice la
acest medicament, se efectueaza inca 2...3 administrari a medicamentului DOXO, cate 1 mg, peste
fiecare 2 zile. Apoi pacientul se externeaza din spital. Dupa 10 zile, pacientului i se administreaza cate 1
mg de DOXO, procedura poate fi repetata cu un interval de 10 zile de mai multe ori in dependenta de
starea pacientului (cel putin de 3 ori). Administrarea ulterioarda a DOXO se efectueaza o datd pe lund in
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absenta semnelor de recidiva tumorald, conform rezultatelor cercetirilor tomografice ale creierului. in
general, efectul chimioterapiei selective apare dupi 4...6 luni de la debutul ei.

Nota: metoda propusi nu prevede mentinerea unei concentratii constante ale DOXO in creier, ci
se bazeazd pe efectul citotoxic pe termen lung al DOXO dupa injectarea sa in cavitatea tumorii
indepartate si o concentratie inaltd a medicamentului in patul tumoral, doza totald fiind de 70...100 ori
mai mica decat in cazul administrarii intravenoase sistemice a medicamentului.

Avantajul metodei consta in aceea cd, la realizarea metodei de chimioterapie selectiva
interstitiald pentru glioblastomul recurent al creierului se creeaza conditii ce asigura efectul citotoxic si
citostatic optimal al remediului chimioterapic la o concentratie, care este cu mult mai joasa, decat cea
folosita la chimioterapia sistemica, fapt ce permite eradicarea eficientd a celulelor de gliom, reducerea
recidivelor glioblastomului §i marirea sperantei de viatd a pacientilor. Totodatd, se exclude aparitia
efectelor adverse generalizate asupra organismului. Un alt avantaj al metodei indicate consta in aceea ci
DOXO nu patrunde prin bariera hemato-encefalicd (BHE) in circulatia sistemica, astfel se exclude efectul
cardiotoxic, imunosupresiv, citotoxic general asupra Intregului organism, in special, asupra tuturor
celulelor care se divid rapid (cum ar fi, de exemplu, epiteliul intestinal, seria mieloida si limfopoietica a
maduvei osoase, celulele gonadelor si foliculilor pilosi, etc.).

In afara de aceasta, folosirea DOXO in chimioterapia interstitiald selectiva prezinti avantaje,
datorita faptului cd acest medicament este un antibiotic natural, ce Impedicd dezvoltarea
meningoencefalitei iatrogene sau altor infectii intracraniene. Conform multiplelor date din literatura de
specialitate DOXO manifesta proprietdti antibacteriene, antifungicide si antivirale pronuntate. Astfel,
DOXO inhiba cresterea S. aureus (1 pg/ml), S. epidermis (1 ug/ml) si Streptococcus sanguis (10 ug/ml).
Este activd impotriva M. smegmatis (MIC 8 uM)* si M. tuberculosis (MIC 5 uM (Gajadeera C., Willby
M.J., Green K.D., et al. Antimycobacterial activity of DNA intercalator inhibitors of Mycobacterium
tuberculosis primase DnaG. J. Antibiot (Tokyo). 2015, vol. 68(3), p. 153-157; Peiris V., Oppenheim B.A.
Antimicrobial activity of cytotoxic drugs may influence isolation of bacteria and fungi from blood
cultures. J. Clin. Pathol. 1993, vol. 46, p. 1124-1125).

* MIC - concentratiile minime inhibitorii sunt definite ca fiind cea mai micd concentratie a unui
antimicrobian, care va inhiba cresterea vizibilda a unui microorganism dupa incubarea peste noapte.

Doxorubicina manifesta activitate antivirala, inclusiv impotriva virusului Herpes Simplex,
virusului leucemiei Rauscher, virusului mieloblastozei aviare si HIV (Ash R. J. and K. A. Diekema.
Inhibition of Herpes Simplex virus replication by anthracycline compounds. Antiviral Res. 1987, vol. 8, p.
71-83 21, 22, 48; Openshaw FI. and Itoyama Y. Intradermal doxorubicin reduces ganglionic reactivation
of latent Herpes Simplex virus in mice after pretreatment with hypertonic saline. J. Med. Virol. 2003, vol.
70, p. 263-266; Jeyaseelan R., M. Kurabayashi and L. Kedes. Doxorubicin Inhibits Tat-Dependent
Transactivation of HIV Type | LTR. AIDS Res. Hum. Retroviruses 1996, vol.12, p. 569-576). in plus,
doxorubicina inhiba SARS-CoV-2 prin mai multe mecanisme (Al-Motawa M.S., Abbas H., Wijten P. et
al. Vulnerabilities of the SARS-CoV-2 Virus to Proteotoxicity-Opportunity for Repurposed
Chemotherapy of COVID-19 Infection. Front Pharmacol. 2020 Oct. 9, vol. 11, p. 585408, doi:
10.3389/fphar.2020.585408. PMID: 33162891, PMCID: PMC7581855; Jamal Q. M. S., Ahmad, V. et al.
Therapeutic development by repurposing drugs targeting SARS-CoV-2 spike protein interactions by
simulation studies. Saudi J. Biol. Sci. 2021, vol. 28, p. 4560-4568).

Printre varietatea de medicamente anticancer, doxorubicina prezintd un efect puternic de inhibare
a cresterii celulare in multe tipuri de tumori, inclusiv neoplasmele SNC (Hevener K., Verstak T.A., Lutat
K.E., Riggsbee D.L., Mooney J. W. Recent developments in topoisomerase-targeted cancer
chemotherapy. Acta Pharm Sin B. 2018 Oct, vol. 8(6), p. 844-861; Zhang H., Yuan F., Qi Y., Liu B.,
Chen Q. Circulating Tumor Cells for Glioma. Front Oncol. 2021 Mar 10, vol. 11, p. 607150 doi:
10.3389/fonc.2021.607150. PMID: 33777749; PMCID: PMC7987781).

Numarul de cursuri de chimioterapie depinde de mai multi factori: a) de toleranta biologica a
medicamentului; b) de marimea tumorii indepartate; c¢) de gradul de malignitate a tumorii; d) de
rezultatele imagisticii prin rezonanta de control al creierului.

Administrarea ulterioard a DOXO se efectueaza o datd pe luna in absenta semnelor de recidiva
tumorald, conform rezultatelor cercetdrilor tomografice ale creierului. in general, putem vorbi despre
efectul chimioterapiei selective dupa 4...6 luni de la debutul ei. Pentru prevenirea complicatiilor
sistemice negative ale chimioterapiei sunt necesare mai multe teste clinice generale: hemoleucograma
(dozarea hemoglobinei, numarul de eritrocite, leucocite, trombocite, VSH); teste coagulologice (indicele
protrombinic, D-dimerii, fibrinogenul); teste biochimice (dozarea bilirubinei, ureei, transaminazelor ALT,
AST, glicemiei, troponinei T). De asemenea, este necesar de a identifica prezenta celulelor tumorale
circulante (CTC) si a caracteristicilor sale moleculare in lichidul din patul tumoral sau lichidul
cefalorahidian. Identificarea CTC la pacientii cu glioblastom are o valoare importantd pentru diagnosticul
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precoce al recidivei tumorii, care limiteaza speranta de viata si calitatea vietii pacientilor (Liu T., Xu H.,
Huang M., Ma W., Saxena D., Lustig R.A. et al.. Circulating glioma cells exhibit stem cell-like
properties. Cancer Res. 2018, vol. 78, p. 6632-6642).

Avantajul determindrii CTC si a caracteristicilor sale moleculare in practica clinica constd in
aceea ca aceasta ajutd la stabilirea unui diagnostic neinvaziv si poate sugera tratamente cu alte preparate
sensibile pentru celulele tumorale circulante, fard a fi nevoie de interventie neurochirurgicald cu risc
ridicat (Liu T., Xu H., Huang M., Ma W., Saxena D., Lustig R.A. et al.. Circulating glioma cells exhibit
stem cell-like properties. Cancer Res. 2018, vol. 78, p. 6632-6642).

Pentru identificarea CTC a fost utilizatd platforma de secventiere GeneReader™ folosind
software-ul QIAGEN Clinical Insight Analyze (QCI-A) (Kolostova K., Pospisilova E., Pavlickova V.,
Bartos R., Sames M., Pawlak I., Bobek V. Next generation sequencing of glioblastoma circulating tumor
cells: non-invasive solution for disease monitoring. Am. J. Transl. Res. 2021 May 15, vol. 13 (5), p. 448).
Rezultatul tehnic al metodei propuse constd in eradicarea eficientd a celulelor de gliom, reducerea
recidivelor glioblastomului, excluderea aparitiei efectelor adverse generalizate asupra organismului si
marirea sperantei de viatd a pacientilor.

Exemplul |

Pacientul A. Cu diagnosticul de glioblastom de gradul III. O lund mai tarziu a fost supus
radioterapiei (60 Gr). Rezonanta magneticd nucleara (RMN) efectuatd dupa 4 luni a evidentiat o recurenta
tumorala cu crestere progresiva. Clinic, pacientul a prezentat crize jacksonienice secundare generalizate,
hemipareza usoara a piciorului drept si oligoafazie. A urmat operatia de rezectie totala a gliomului cu
instalarea ulterioara a unui port-cateter "Celsite" in patul tumorii indepartate.

O portiune de tumoare indepartatd in timpul operatiei a fost utilizata ulterior pentru a efectua
teste de chemosensibilitate la doxorubicinda (DOXO). Initial, portiunea de tumoare a fost disociatd
mecanic cu lame chirurgicale. Apoi, sectiunile obtinute au fost trecute de doud ori prin filtre cu diametrul
porilor de 1,5 mm apoi de 0,5 mm, inainte de a fi insamantate pe mediul de cultura DMEM, care contine
glucoza (0,1%), ser sangvin obtinut din sangele pacientului (20%), gentamicind si fluconazol (cate 100
pg/ml). Celulele au fost crescute in incubatorul cu CO; la 3% CO,, 85% umiditate si temperatura de
37°C. Celulele de glioblastom au fost selectate prin mai multe pasaje si apoi transferate intr-o placa cu 24
de godeuri. Fiecare godeu continea de la 50 pana la 150 celule. DOXO a fost addugata in fiecare godeu la
concentratii incepand de la 0,02 pg/ml pana la 2,0 pg/ml. Starea celulelor a fost verificatd prin
microscopie dupa 1, 4, 24 ore, 3, 4 si 14 de zile. A fost evaluat numarul si gradul de deteriorare a celulelor
de glioblastom in functie de timpul de expunere la diferite concentratii de DOXO.

Avand in vedere volumul patului tumoral (cavitatii ce s-a format dupa indepartarea tumorii, care
a fost de 32 ml) ludnd in considerare sensibilitatea tumorii la DOXO in vitro pentru a evita toxicitatea
potentiald, prima administrare a DOXO s-a efectuat in regim de proba biologicad cu introducerea a 0,25
mg de DOXO, diluata in 10 ml de apa pro injectiones cu ajutorul unei seringi instalate intr-un liniomat si
mini-portul instalat, cu o vitezd de 20 ml/ora, aceasta fiind cu mult mai mica, decét cea folosita pentru
doza intravenoasi (20...40 mg/m? pe zi, cantitatea maxima pe siptimani depisind 100 mg) recomandati
pentru doxorubicina lipozomala pegilatd (PEG-DOXO), care se deosebeste de DOXO libera prin faptul ca
penetreaza usor BHE.

Apoi, in absenta unei reactii hiperergice la acest medicament, s-a efectuat inca 3 sedinte de
administrare a medicamentului DOXO, cate 1 mg la fiecare 2 zile. Apoi pacientul a fost externat din
spital, dupa 10 zile, pacientului i s-a administrat cate 1 mg de DOXO, iar procedura a fost repetata cu un
interval de 10 zile, de 3 ori. Procedura de chimioterapie interstitiala a fost efectuata prin cateterul de port,
folosind o seringa electrica pentru 30 de minute cu inregistrare video si cu urmatoarele date atent
monitorizate: pulsul pacientului, tensiunea arteriala, temperatura corporald, neurologia si starea psihica.
Solutia de DOXO a fost preparata ex tempore folosind 1 mg de preparat la 10 ml de apa pro injectiones.
Medicamentul a fost administrat timp de 20 de minute.

Calcule: Pacientul A. Volumul patului tumoral (chistului post-operator) - 32 ml. Volumul
creierului - 1200 ml.

Concentratia doxorubicinei 1n chist a constituit: 1 mg sau 1000 pg/32ml = 31 pg/ml.
Concentratia doxorubicinei in tesutul creierului a constituit: 1 mg sau 1000 pg/1200 ml = 0,8 pg/ml de
tesut de creier, ceea ce depaseste cu mult doza citotoxicd a remediului indicat (= 0,2 pg/ml), adica
eficienta terapeutica a DOXO inregistrata in farmacopee.

Tomografia computerizata (CT) de control efectuata dupa o lund de chimioterapie interstitiald nu
a prezentat semne de edem cerebral sau careva semne de dislocare a structurilor creierului. Totodata,
peste o lund dupa efectuarea chimioterapiei interstitiale s-a efectuat RMN al creierului pacientului cu un
agent de contrast, care a aratat o delimitare clard intre tumoarea rezecatd si tesutul cerebral, lipsa
semnelor de edem cerebral sau careva modificdri ale structurilor creierului. Nu au existat semne de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1713 Z 2024.03.31
8

prezentd a tumorii. De asemenea, au fost evaluate testele de laborator in dinamicd: hemoleucograma
(dozarea hemoglobinei, numarul de eritrocite, leucocite, trombocite, VSH), teste coagulologice (indicele
protrombinic, D-dimerii, fibrinogenul), teste biochimice (dozarea bilirubinei, ureei, transaminazelor ALT,
AST, glicemiei, troponinei T, sodiului, potasiului) care au fost fara modificari pregnante. De asemenea,
dupa o luna de tratament in lichidul din patul tumoral nu a fost identificatd prezenta celulelor tumorale
circulante (CTC). Administrarea ulterioarda a DOXO (céate 1 mg de preparat diluat in 10 ml de apa pro
injectiones cu ajutorul liniomatului si mini-portului cu o vitezd de 20 ml/ora) s-a efectuat o data pe luna in
absenta semnelor de recidiva tumorald, luand in considerare rezultatele cercetarilor tomografice ale
creierului si a testelor de laborator in dinamici. In prezent pacientul continui cura de tratament
profilactic.

Exemplul 2

Pacienta B. Recurenta tumorii (glioblastom de gradul IV) a fost detectatd dupd 3 luni de la
interventia initiala. S-a prezentat sub forma unei hemipareze/hemiplegii profunde. A urmat operatia de
rezectie totald a gliomului cu instalarea ulterioard a unui port-cateter "Celsite" in patul tumorii
indepartate. O mostra de tumoare indepartatd in timpul operatiei a fost folositd ulterior pentru
lame chirurgicale. Apoi, sectiunile obtinute au fost trecute de doud ori prin filtre cu diametrul porilor de
1,5 mm si mai apoi 0,5 mm, inainte de a fi insdimantate in mediul de cultura DMEM, care continea
glucoza (0,1%), ser sangvin obtinut din sangele pacientei (20%), gentamicind si fluconazol (cate 100
pg/ml). Celulele au fost crescute in incubatorul cu CO: la 3% CO,, 85% umiditate temperatura de 37°C,
apoi au fost transferate intr-o placa cu 24 de godeuri. Fiecare godeu continea 150 celule. DOXO a fost
adaugata in fiecare godeu la concentratii incepand de la 0,02 pg/ml pana la 2,0 pg/ml. Starea celulelor a
fost verificatd prin microscopie la 1, 4, 24 ore, 3, 4 si 14 de zile. A fost evaluat numarul si gradul de
deteriorare a celulelor de glioblastom 1n functie de timpul de expunere la diferite concentratii ale DOXO.

Avand in vedere volumul patului tumoral (cavitatii ce s-a format dupd indepartarea tumorii) si
luand in considerare sensibilitatea tumorii la DOXO in vitro pentru a evita toxicitatea potentiala, prima
administrare a DOXO s-a efectuat in regim de proba biologica cu introducerea a 0,25 mg de DOXO,
diluatd in 10 ml de apa pro injectiones cu ajutorul unei seringi instalate intr-un liniomat si mini-portul
instalat cu o vitezad de 30 ml/ord. Apoi, in absenta unei reactii hiperergice la acest medicament, s-a
efectuat inca 3 sedinte de administrare a medicamentului DOXO, cite 1 mg, la fiecare 2 zile. Apoi
pacienta a fost externatd din spital si dupd 10 zile, pacientei i s-a administrat cite | mg de DOXO, iar
procedura a fost repetatd cu un interval de 10 zile, de 3 ori. Doza indicata a fost de 100 ori mai mica,
decat cea folositd pentru doza intravenoasi (20...40 mg/m? pe zi, cantitatea maximi pe siptimani
depdsind 100 mg) recomandati pentru doxorubicina lipozomala pegilata (PEG-DOXO), care se
deosebeste de DOXO libera prin faptul ca penetreaza usor BHE.

Calcule:

Pacienta B. Volumul patului tumoral (chistului post-operator) - 33 ml. Volumul creierului - 1400
ml.

Concentragia DOXO 1in patul tumoral (chistului post-operator) a constituit: 1 mg sau 1000
pug/33ml = 30 pg/ml.

Concentratia DOXO 1in tesutul creierului a constituit: 1 mg sau 1000 ug/1400 ml = 0,7 pg/ml de
tesut de creier, ceea ce depaseste cu mult doza citotoxica a remediului indicat (> 0,2 pg/ml), adica
eficienta terapeutica a DOXO inregistrata in farmacopee.

RMN de control efectuat dupa o luna de tratament - farda semne de edem cerebral sau careva
semne de modificare a structurilor creierului. De asemenea, au fost evaluate testele de laborator in
dinamica: - hemoleucograma (dozarea hemoglobinei, numarul de eritrocite, leucocite, trombocite, VSH),
teste coagulologice (indicele protrombinic, D-dimerii, fibrinogenul), teste biochimice (dozarea bilirubinei,
ureei, transaminazelor ALT, AST, glicemiei, troponinei T, sodiului, potasiului) si care au fost fara
modificari pregnante. Totodatd, in lichidul din patul tumoral nu a fost identificatad prezenta celulelor
tumorale circulante (CTC). Pacienta a fost externatd intr-o stare satisficitoare. In continuare, in scop
profilactic, administrarea DOXO s-a efectuat o datd pe luna in absenta semnelor de recidiva tumorala,
conform rezultatelor cercetidrilor tomografice ale creierului si a testelor de laborator in dinamici. in
prezent pacienta continud cura de tratament.

Efectul pozitiv si avantajul metodei propuse fata de solutia cea mai apropiatd constd in aceea ca
la folosirea metodei revendicate cantitatea de preparat chimioterapic se micsoreazd de 100 ori in
comparatie cu doxorubicina lipozomali pegilati (PEG-DOXO) administrata in dozele 20...40 mg/m?,
zilnic, iar cantitatea maxima pe saptimanad depasind 100 mg si care patrunde usor prin bariera hemato-
encefalicad (BHE) [3], totodata, se mareste eficienta prin cresterea efectului curativ antitumoral. Se reduce
substantial efectul cardiotoxic §i imunosupresiv sistemic §i pericolul dezvoltirii meningoencefalitei
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iatrogene, datoritd faptului cd doxorubicina nu patrunde prin bariera hemato-encefalica (BHE) in
circulatia sistemica, ea fiind un antibiotic natural eficient.

Metoda propusd asigurd distrugerea eficienta a celulelor tumorale, scaderea recurentei
glioblastomului si cresterea sperantei la viata a pacientilor. Astfel, metoda propusa asigura un inalt efect
antitumoral si este cost-eficienta.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Fisher J.P., Adamson D.C. Current FDA-Approved Therapies for High-Grade Malignant Gliomas.
Biomedicines. 2021 Mar, 22, vol. 9(3), p. 324, doi: 10.3390/biomedicines 9030324. PMID: 33810154;
PMCID: PMC8004675

2. Yoshida M., Yamaguchi S., Ishi Y. et al. Risk Factors for Adverse Events after Implantation of BCNU
Wafers in High-grade Gliomas. No Shinkei Geka. 2015 Jul, vol. 43(7), p. 603-610.

3. Hau, P. et al. Pegylated liposomal doxorubicin-efficacy in patients with recurrent highgrade glioma.
Cancer, 2004, vol. 100 (1), p. 1199-1207

4. Lesniak M.S., Upadhyay U., Goodwin R., Tyler B., Brem H. Local delivery of doxorubicin for the
treatment of malignant brain tumors in rats. Anticancer Res. 2005 Nov-Dec, vol. 25(6B), p. 3825-3831

(57) Revendicari:

Metoda de chimioterapie selectiva interstitiala pentru glioblastomul recurent al creierului, care
constd in aceea ca se efectueaza interventia chirurgicala pentru inlaturarea tumorii, apoi in patul tumoral
se introduce un capat al unui cateter din silicon, care se scoate la suprafata craniului, dupa care cavitatea
craniala se inchide pe straturi; cateterul se trece prin stratul subcutanat al regiunii parieto-occipitale, de-a
lungul suprafetei posterioare a muschiului sternocleidomastoidian, iar in regiunea subclaviculard se
efectueaza o incizie de 2 cm, unde se introduce un mini-port la care se conecteaza capatul opus al
cateterului, dupa care plaga se sutureaza; se administreaza prima doza de 0,25 mg de doxorubicina cu
ajutorul unui liniomat, care se conecteazd la mini-portul instalat cu ajutorul unei seringi, apoi in lipsa
reactiilor adverse se repetd administrarea in doza de 1 mg, de 2...3 ori, peste fiecare 2 zile; dupa 10 zile se
administreaza preparatul utilizat in doza de 1 mg, apoi procedura se repeta de 3 ori, peste fiecare 10 zile,
dupa care doxorubicina se administreaza o data pe lund, in doza de 1 mg, timp de 4...6 luni.
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