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Úvod

Studium mechanismů radioprotekce vede k ra-
cionálnímu použití radioprotektivních látek při růz-
ných aplikacích. Protože radioprotektivní látky pů-
sobí různými mechanismy, je nezbytné rozlišovat
jejich aplikaci při Zevním a vnitřním ozářením bé-
hem havárie, při radiačním poškození krátkodo-
bými vysokými nebo dlouhodobými nízkými dávka-
mi záření, při ozáření ionizujícím zářením S vyso-
kým LPE (lineární přenos energie) během orbitál-
ních letů a při radioprotekci normálních tkání při ra-
dioterapii. Radíoprotektivní látky jsou obecně klasi-
fikovány jako sulfhydrylové látky, jiné antioxidační
látky nebo receptory Zprostředkované látky (tj. bio-
aktivní lipidy, cytokiny a růstové faktory). Nejvýznam-
nější postavení mezi nimi má WR 2721 = [S-2-(3-
aminopropylamino) ethyl phosphorothioic acid] =
[S-2-(aminopropylamino) ethylester kyseliny fosfo-
rečné] (synonyma -amifostine, ethyofos, gamafos)
pod firemním názvem Ethyol (US Bioscience, West
Conshohocken, USA), které má vysokou afinitu k
DNA. Budoucí výzkum by měl demonstrovat, že
radioprotektivní látky mají své místo při radiačních
haváriích, Zvláště pokud jsou použity v kombinaci s
léčivy, kterými jsou především antiemetika, purifi-
kované kmenové buňky, G-CSF a jiné cytokíny (89).

Látky obsahující sulfhydrylové skupiny jsou nej-

lepší dnes Známé radioprotektivní látky. Základní-
mi problémy jejich použití je jejich toxicita a krátká
doba jejich účinnosti. Na Základé dosud Známých
výsledků je možno říci, že dnes neexistuje radio-
protektivní látka, kterou by bylo možno považovat
za ideální (44).

Využití aminothiolových sloučenin (cystein) jako
radioprotektivních látek popsali Patt a spol. již v ro-
ce 1949. Pří Studiu radioprotektivní účinnosti ami-
nothiolů při gama ozáření střeva myší bylo proká-
záno, že cysteamin a cystein maji menší radiopro-
tektivní účinek než WR 2721 (72).

Cysteamin má radioprotektivní účinek při ozáře-
ní mozku myší Za 15 min po aplikaci. Naproti tomu
WR 2721 tento radioprotektivni účinek nemá, pro-
tože do mozku neproniká (73).

WR 2721 byl vyvinut jako radioprotektivní látka
proti radiačnímu poškození (10). Bylo prokázáno,
že chrání řadu normálních tkání, a to po defosfo-
rylaci na jeho aktivní metabolit WR-1065 [2-(3-
aminopropylamino) ethanethioll.

WR 2721 je jednoduchý aminothiol, který je pro-
duktem vývojového programu, který Začal v roce
1959 ve „Walter Reed Institute of Research“ armády
USA. Výzkum byl zaměřen na syntézu a testování
látek určených k protekcí pracujících v riziku ozá-
ření ionizujícím Zářením. V rámci tohoto programu
bylo syntetizováno a testováno více než 4000 látek
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(80). Tato látka byla vytvořena po studiích, které
prokázaly, že síru obsahující aminokyselina cystein
aplikovaná před celotělovým ozářením je schopná
chránit buňky kostní dřeně.

WR 2721 je inaktivní látka, která musí být de-
fosforylována alkalickou fosfatázou na aktivní látku
WR 1065. Tato látka je dále metabolizována na Sy-
metrické dísulfidy (WR 33278) nebo smíšené disul-
fidy. Radioprotektivní účinek WR 2721 byl pozoro-
ˇván jen v Situacích, kdy byl v organismu při expo-
Zici ionizujícímu Záření. WR 2721 splňuje mnoho
kritérii ideální radioprotektivní látky. V

Cytoprotektivní účinek WR 2721 je dán přede-
vším intracelulární koncentrací aktivního metabo-
litu WR 1065. WR 2721 sám prakticky nevstupuje
do buněk, především díky terminální částí své mo-
lekuly„která je tvořena kyselou fosfothiolovou sku-
pinou. Při enzymatické aktivaci dochází pomocí
alkalické fosfatázy k defosforylaci v oblasti termi-
nální skupiny, čímž vzniká „aktivni“ defosforylo-
vaný thiol WR 1065, který pomocí facilitované difu-
ze Snadno proniká do buněk, kde působí radiopro-

› tektivně. Je to právě potřeba enzymatické aktivace
a následné facilitované difuze, která odpovídá Za
specificitu cytoprotektivního účinku WR 2721. Alka-
lická fosfatáza je, jako membránově vázaný enzym,
přítomna ve vysoké koncentraci ve zdravých tká-
ních, především v endotelu krevních kapilár. Rov-
něž pH zdravých buněk a tkání je Z hlediska opti-
mální aktivity alkalické fosfatázy příznivé. WR 2721
je metabolicky aktivován na WR 1065 a v této po-
době proniká téměř výlučně do Zdravých buněk a
tkání.

WR 2721 má radioprotektivní a chemoprotektiv-
ní účinek u normálních tkání. Redukuje nefrotoxi-
citu, neurotoxicitu, hematotoxicitu (granulocytope-
níi, leukopenii a trombocytopenii) a ototoxícitu. Ved-
Iejšími účinky jsou hypotenze, nauzea, zvracení a
Snížení koncentrace Sérového kalcia (87).

Vlastní radioprotektivní účinek WR 1065 spočívá
v tom, že je donátorem vodíkového iontu (H+) Z ter-
minální sulfhydrylové skupiny, který inaktivuje vol-
né radikály vznikající v buňce působením ionizu-
jícího Záření. WR 1065 prostřednictvím volné sulf-
hydrylové skupiny (SH) také působí v místech poš-
kození DNA, kdy usnadňuje rychlou neenzymatic-
kou reparaci poškození.

Mechanismy radioprotekce Zahrnují:
- Zachyceni volných radikálů vznikajících vlivem

ionizujícího záření, které se podílejí na proce-
sech buněčné smrti, mutageneze, transformace
a karcinogeneze. Protože volné radikály vzni-
kající při ozáření mají krátkou životnost, méně
než 10'5. s, radioprotektivní efekt WR 1065 je
průkazný jen v' situaci, kdy tato látka je v buň-
kách přítomná v době ozáření.

o Dodání atomu vodíku Zlepšuje přímou chemic-
kou reparaci v místech poškození DNA.
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o lndukce antioxidačních procesů vyvolává intra-
celulární hypoxii.

Je možno dosáhnout rozdílné radioprotekce nor-
málních a nádorových tkání. Hydrofilie je význam-
ný faktor pro diferenciaci radioprotekce a může hrát
významnou roli při navrhování nebo výběru nejlep-
ších radioprotektivních látek (4).

Bylo prokázáno, že WR 2721 má vyšší radio-
protektivní účinnost s DRF=2 při hodnoceni přežití
kmenových buněk krvetvorby in vitro. Naproti tomu
menší radioprotektivní účinnost byla prokázána při
hodnocení poškození DNA ionizujícím zářením po-
mocí „dávku redukujícího faktoru = DRF“ (DRF=1,2)
při nízkých dávkách ozáření. Významná radiopro-
tekce před poškozením DNA byla prokázána po
dávkách ozáření mezi 10-30 Gy (63).

WR 2721 má schopnost selektivně chránit nor-
mální tkáně před radiačním poškozením bez toho,
že by docházelo k významnější protekci nádoro-
vých tkání. Stále zvyšující se rozsah klinického vy-
užití WR 2721 svědčí o tom, že WR 2721 je bez-
pečný a praktický při využití u pacientů, kteří jsou
léčení frakcionovanou radioterapií (82).

Byl studován i vliv radioprotekce pomoci WR
2721 (0,6 mmol/kg i. m. před ozářením) na průběh
a výsledek kombinovaného radíačního poškození
a střelného poranění u prasat. Byla testována hy-
potéza, že střelné poranění v latentní fázi akutní
nemoci Z ozáření Zvyšuje letální průběh poranění.
Získané výsledky prokázaly, Že radioprotekce po-
mocí WR 21721 Zabrání letálnímu průběhu pora-
nění a dále Zlepšuje reepitelizaci rány a vaskula-
rizaci granulační tkáně (5).

V poslední době byla předložena nová klasifika-
ce radioprotektivních látek, které jsou děleny na tři
skupiny:
1. radioprotektiva, y
2. stimulátory radiorezistence,
3. prostředky protekce vnitřní kontaminace radio-

aktivnímì látkami.

V Závislosti na orgánové (systémové) protekci
jsou radiprotektivní látky děleny na myeloprotektiv-
ní, enteroprotektivní a cerebroprotektivní látky; sti-
mulátory radiorezistence jsou děleny na látky, které
jsou účinné po jednorázové nebo opakované apli-
kací; prostředky prevence vnitřní kontaminace radio-
aktivními látkami jsou děleny na ty, které zabraňují
inkorporaci radiojodu do štítné žlázy, a látky, které
Zabraňují resorpci radionuklidů Z GIT (37).

Farmakodynamické vlastnosti

Protekce při radioterapii

Většina farmakodynamických studií s WR 2721
byla provedena po i. p. aplikaci myším nebo potka-
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nům asi 30 min před ozářením. Obvykle byly po-
užity dávky 200 až 400 mg/kg, ale většinou 400
mg/kg. Ozářeni bylo provedeno gama a RTG
zářením nebo neutrony, ojediněle i beta zářením.
DRF byl obvykle použit k určení hodnoty ochrany.

Jako monoterapie
Hlavními metabolity WR 2721 jsou thiol WR 1065

a disulfid WR 33278. Oba tyto metabolity chrání
před poškozením DNA vyvolaným gama Zářením.
Radioprotektivní účinek je vysvětlován strukturálními
Změnami navozenými navázáním těchto látek (71 ).

WR 2721 má radioprotektivni účinek u řady nor-
málních tkání, pokud je aplikován zvířatům 15-45
min i. p. před ozářením. Byla Zaznamenána pro-
tekce i při radiačním poškození krční míchy u pot-
kanů, kterým byl WR 2721 aplikován do pravé
laterální mozkové komory 45 min před ozářením.
Snížení vzniku paralýzy bylo s DRF=1,3-1,6 (76).
WR 2721 chrání ři radioterapii s nízkým LPE, jako
je gama Zářeni 6 Co, ale i se Středním a vysokým
LPE, jako je emise neutronů u myší (2, 74). Výz-
namná protekce nebyla pozorována přı ozáření ioni-
Zujícim zářením s velmi vysokým LPE (260 keV/pm).

Ozářeni psů dávkami většími než 7,5 Gy poško-
zuje jejich střevní sliznici a radioprotekce pomocí
WR 2721 radiační poškození redukuje. WR 2721
byl aplikován v dávce 150 mg/kg i. v. 30 min před
ozářením břicha dávkou 10 Gy gama Zářeni. Přeži-
tí pokusných Zvířat do 7. dne bylo významně vyšší
u skupiny chráněné WR 2721 (91 % oproti 33 %).
Čtvrtý den po ozáření integrita sliznice a střevní
absorpce byly významně lepší po aplikaci WR 2721.
Radioprotekce pomocí WR 2721 tak Zvýšila přežití
pokusných zvířat redukcí poškození ilea a Zlepše-
ním střevní absorpce (28).

WR 2721 aplikovaný před ozářením vede k re-
dukci RTG Zářením vyvolaného Zvýšení frekvence
vzniku mikrojader u erytropoetických buněk. Geno-
toxický a radioprotektivni účinek WR 2721 je Zá-
vislý na aplikované dávce a délce intervalu mezi
aplikaci WR 2721 a ozářením (45).

Taktéž bylo prokázáno, že při aplikaci WR 2721
před ozářením myší dávkou 4 Gy gama záření do-
šlo k redukci počtu vzniklých mikrojader buněk kost-
ní dřeně (32).

DRF je různý pro různé tkáně a je patrná ten-
dence jeho snižování při nízkých dávkách ozáření
a frakcionovaném ozáření (3, 30, 48, 85), i když
rozdíly jsou závislé na typu tkáně, jak bylo zazna-
menáno v jedné Studii (68). Zvýšení dávky RTG
ozáření vede k významnému snížení ochrany vaZi-
va, kůže nebo ústní mukózy, méně se snižuje pro-
tekce střeva, plic a kostní dřeně. Tento trend nebyl
pozorován u přiušní žlázy, a naopak se protekce
Zvyšovala se Zvyšující se dávkou u ledvin, močo-
vého měchýře a vlasových folikulů.

Protekce WR 2721 při různých dávkových reži-
mech byla proti radiačnímu poškození plic (84) nebo

kůže (29) stejná, at' bylo ozáření jednorázové, nebo
frakcionované.

Byl sledován radioprotektivni efekt WR 2721 na
myši plíce po ozáření 1 dávkou, 4 nebo 7 stejnými
frakcemi RTG Zářeni. Byla prokázána protekce jak
pro pneumonitidu Za 7 měsíců, tak pro fibrózu Za
12 měsíců při dávce 300 mg/kg i. p. Radioprotekce
byla stejná pro pneumonitidu a fibrózu a nebyla
menší po dávkách 4 Gy na frakci. Tyto výsledky
svědčí o tom, že radioprotekce myších plic pomocí
WR 2721 není menší při mnoha frakcích ozáření,
pokud dávka záření není větší než 4 Gy. Dále bylo
prokázáno, že reparace plic myší, kterým byl apli-
kován WR 2721 a ozáření, byla stejná jako u myši,
které byly jen ozářeny. To svědčí o skutečnosti, že
WR 2721 nemění reparační kapacitu této tkáně.
DRF má rozpětí od nízkých hodnot 1,3 pro plíce a
ledviny až po vysoké hodnoty 2,7 pro kostní dřeň
(83).

Dále byla testována reakce myších plic na jedno-
rázové a frakcionované (10 frakci) ozáření. U myší
dýchajících vzduch nebo 10% kyslík byl prokázán
radioprotektivni efekt dávky 300 mg/kg WR 2721.
Nízký DRF=1,2-1,4 byl Zjištěn u jednorázového ozá-
ření při dýchání vzduchu nebo 10% kyslíku a také
pro 10 frakcí při dýchání vzduchu. Radioprotekce
byla prokázána při ozáření 10 frakcemi u myší dý-
chajících sníženou koncentraci kyslíku (DRF=1,5
až 1,7) (58).

WR 2721 měl protektivní účinek, když byl apliko-
ván lokálně do duodena u psů (25), kolon potkanů,
izolovaného tenkého střeva potkanů, ale i do oka
u králíků (79). Lokální aplikace WR 1065 chránila
myši před alopecií, ale s. c. aplikace WR 2721 byla
mnohem účinnější (19). Naproti tomu lokální apli-
kace WR 2721 (inhalace aerosolu WR 2721) do
plic 3-4 min před ozářením nechránila před vzni-
kem pneumonitidy u myší (41).

Optimální doba aplikace WR 2721 byla sledo-
vána u myši. Ačkoli významná protekce byla Za-
znamenána po i. p. nebo i. v. aplikaci 5 min před
ozářením (DRF=1,3) a protektivní účinek byl pozo-
rován v intervalech až do 90 min po aplikaci WR
2721, protekce je maximální při aplikaci WR 2721
30-60 min před ozářením (DRF=1,7-2,2) (85). V jiné
studii byla pozorována malá diference při aplikaci
WR 2721 15 a 60 min před ozářením. Při vysokých
dávkách ozáření je větší protekce, když se interval
mezi aplikaci WR 2721 a ozářením Zvětšuje - pro-
tekce byla maximální při intervalu 60 min (78).

WR 2721 aplikovaný 30 min před ozářením měl
protektivní účinek na buňky krypt kolon myši
(DRF=1,4-1,6). Stejná úroveň protekce byla Zazna-
menána (DRF=1,6), když byla 2 h před ozářením
aplikována cisplatina. DRF byl snížen na 1,3, když
cisplatina byla aplikována 2 h po ozáření (30).

Radioprotekce myši kůže pomocí WR 2721 byla
studována při použití jednorázového ozáření nebo
2 a 5 frakcí. Významná protekce byla pozorována
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při použití dávek 200-500 mg/kg u Zvířat dýchají-
cích vzduch nebo kyslík. Hodnota radioprotekce se
zvyšovala Se Zvyšující Se dávkou a byla významně
vyšší při dýchání vzduchu než kyslíku, Zvláště při
nízkých dávkách WR 2721 (78).

Byla provedena Studie vychytávání citrátu Ga-67
Slínnými žlázami u 105 pacientů S karcinomem hla-
vy a krku (81). Citrát Ga-67 má tendenci se akumu-
lovat v ozářených slinných žlázách, což pak dává
informaci o radiačním poškození této tkáně. Pro-
tekce pomocí WR 2721, obvykle v dávce 100 mg,
30 min před ozářením vedla ke Zvýšení počtu žláz
bez Záchytu Ga-67 (44 %), přičemž bez WR 2721
to bylo jen 13 %.

V další studií byla testována možnost, zda WR
2721 může chránit střevní sliznici při topické aplika-
ci. Tenké Střevo potkanů bylo eventrováno Z břišní
dutiny a naplněno WR 2721, Tris pufrem (pH 9)
nebo jejich kombinaci a střevní klička pak byla
ozářena dávkou 1100 cGy. Kritériem protektivní
účinnosti byl počet přežívajících buněk střevních
krypt a výška sliznice 5. den po ozáření. Samotný
pufr s pH 9 má malou protektivní účinnost a pře-
živá jen 16 % počtu buněk krypt. WR 2721 Zvyšuje
přežití buněk krypt na 54 % při neutrálním pH a na
83 % při pH 9. Získané výsledky svědčí o tom, že
WR 2721 aplikovaný topicky působí významnou
radioprotekci Sliznice tenkého střeva. Protekce je
největší, je-li WR 2721 v alkalickém médiu (11).

WR 2721, WR 3689, WR 151327 a WR 1065
byly aplikovány myším i. p. 30 min před ozářením
dávkou 15 Gy. Počet buněk střevních krypt byl Zvý-
šen u všech myší chráněných aminothioly. Počty
germinálních buněk testes myší chráněných amino-
thioly před ozářením byly Sníženy nebo se nemě-
nily. Takže radioprotekce pomocí aminothiolů vede
k limitované ochraně buněk střevních krypt, ale ne-
chrání germinální buňky testes (77).

Byl Studován i radioprotektivní účinek síru obsa-
hujících látek MEA (cysteamin HCl), AET (2-amino-
ethyl-isothiouronium Br.HBr) a WR 2721 pomoci
mikrojádrového testu erytropoetického systému.
Myším byly radioprotektivní látky aplikovány v dáv-
ce 200 mg/kg 15 min před ozáření dávkou 6 Gy
RTG Záření. Získané výsledky svědčí o tom, že
tento test je vhodný pro hodnocení radioprotektiv-
ního účinku (27).

Při použití testu vzniku mikrojader u myší ozáře-
ných dávkou 5 Gy RTG Záření bylo prokázáno, že
WR 2721 aplikovaný v dávce 200 mg/kg 15 nebo
30 min před ozářením má větší radioprotektivní
účinnost než AET aplikovaný ve stejné dávce. WR
2721 aplikovaný v dávce 200 nebo 400 mg/kg
myším i. p. ozářeným dávkou 6 Gy 15 nebo 30 min
před RTG ozářením snižuje počet mikrojader erytro-
poetického systému (46).

Radioprotektivní účinek thiolů je Iimitován jejich
toxicitou. Ukazuje se, že je možno Získat radiopro-
tektivní látky S nízkou toxicitou. Jednou takovou

látkou je alfa-methyl-homocystein thio-lakton, který
má radioprotektivní účinnost vyšší než cystein nebo
cysteamin, ale nižší než WR 1065. Tyto výsledky
svědčí o tom, že je možno Snižit toxicitu vývojem
látek S obdobnou strukturou (35).

In vitro bylo sledováno klonogenní přežití buněk
a obsah látky v buňkách V79-171 inkubovaných S
WR 1065. Ozáření dávkami vyššími než 150 Gy
nevyvolává ani významné změny celkové hodnoty
látky, ani poměru thiol/disulfid v buňkách nebo v
kultivačním médiu. Ozáření buněk dávkou 8 Gy
nemění vstup WR 1065 do ozářených buněk, ale
Zvyšuje cytotoxicitu látky v buňce. Nebyla však pro-
kázána kvalitativní diference radioprotektivní účin-
nosti WR 1065 u buněk, které byly předtím ozá-
řeny dávkou 8 Gy, nebo u neozářených buněk. Při
ozáření buněk dávkami od 2 do 40 Gy byla sta-
novena tzv. limitující hodnota pro přežívající frakcí
buněk V79-171, která nemůže být Zvýšena Zvý-
šením intracelulárního obsahu WR 1065. Tato limi-
tovaná radioprotekce byla prokázána i pro jiné typy
buněk(6)

Aminothioly jsou Schopny vyvolávat apoptózu,
pokud jsou přítomny v kultivačním prostředí po del-
ší dobu (1 nebo 20 h). Jimi vyvolaná apoptóza je
proces nezávislý na p53. Vystavení buněk vlivu
WR 1065 (4 mM po dobu 15 min) nebo cysteinu
(10 mM po dobu 60 min) před ozářením a během
ozáření chrání buňky před vznikem dvojitých Zlomů
DNA a apoptózy (88).

Glutathion snižuje vznik dvojitých zlomů DNA po
ozáření vodního roztoku DNA telecího thymu (1 ).

WR 2721 v kombinaci s jinými látkami a radio-
protektivní účinekjiných látek

Protektivní účinek WR 2721 v kombinaci s řadou
jiných radioprotektivních látek, imunomodulátorů
nebo radiosenzibilizátorů byl Sledován u ozářených
myší. V takových kombinacích působí různé pro-
tektivní mechanismy a mohou redukovat výskyt
negativních účinků Spojených s WR 2721, přičemž
Se udrží různá protekce proti radiačnímu poškození.

Jedna i. p. aplikace WR 77913 [S-3(amino—2-
-hydroxypropyl) phosphorothioat] 15 min před ozá-
řením oddálí vznik nebo zamezí vzniku katarakty (8).

Bylo prokázáno, že vitamín C v dávce 100 mg/kg
a beta-karoten v dávce 50 mg/kg nemají radiopro-
tektivní účinek u buněk myší kostní dřeně (52).

Derivát cysteaminu - kyselina guanidinoethane-
Sulfanylthiosulfurová má radioprotektivní účinek po
dobu 2 hodin po i. p. a p. o. aplikaci (21).

Aditivní účinek ve srovnání s monoprotekcí byl
Získán, když WR 2721 byl před ozářením kombi-
nován S 16,16- dimethyl dinoprostonem nebo 2-
-mercaptodimethyl diprostonem (27), misoprosto-
Iem (26), aspartátem Zinku (66, 86). Synergický
účinek byl prokázán při aplikaci kombinace WR
2721 (200 mg/kg) a 5-hydroxytryptaminu (8 mg/kg)
a DRF=2,7 (43). Úprava krvetvorby byla také zlep-
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šena injekcí imunomodulátoru glukanu (60) nebo
denní aplikací rekombinantního G-CSF (42, 61) po
ozáření, před kterým byl WR 2721 aplikován v in-
fuZi. Poslední kombinace by mohla mít velký výz-
nam v klinice u pacientů S karcinomem.

WR 2721 aplikovaný myším v dávce 200 mg/kg
30 min před gama ozářením a G-CSF 125 ug/kg/den
S. c. aplikovanÿ od 1. do 16. dne po ozáření při hod-
nocení LD50/30 dosahuje DRF=1,64. Při aplikaci sa-
motného WR 2721 byl DRF=1,44 a samotného G-
-CSF DRF=1,06. Studie prokázala, že léčebná apli-
kace G-CSF Zrychluje obnovu krvetvorby z kmeno-
vých a progenitorových buněk chráněných WR 2721
(59).

U myší ozářených gama Zářením dávkou 17 Gy
byla kombinovaná radioprotekce optimální, když
WR 2721 byl v dávce 200 mg/kg aplikovan i. p. 30
min před ozářením a Broncho-Vaxom v dávce 25
mg/kg i. p. 24 hodin před ozářením nebo 4-8 hodin
po ozáření (15).

V pokusech na myších, králících a opicich byla
prokázána léčebná účinnost aplikace Ieukinferonu
aplikovaného Za 4 hodiny nebo 10 dní po ozáření.
Při Ietálním ozáření myší se významně Zvýšilo pře-
žívání pokusných Zvířat. Terapie vedla ke snížení
Závažnosti pancytopenie a trombocytopenie, což
svědčí o tom, že došlo ke Stimulaci krvetvorby po-
škoZené zářením (31).

Přírodní radioprotektivní látky jsou perspektivní
při nízkých dávkách ozáření, protože ovlivňují re-
gulační systémy ozářeného organismu, mobilizují
zpětnou vazbou endogenní radiorezistenci a Zvy-
šují intenzitu celkové nespecifické odolnosti orga-
nismu. Jsou to přírodní málo toxické nebo netoxic-
ké látky, které mohou být požity s potravou (36).

Kombinovaná aplikace extraktu z Ocimum sanc-
tum (10/mg i. p. po 5 následujících dnů) a jedno-
rázová aplikace WR 2721 i. p. v dávkách 100-400
mg/kg myším před ozářením dávkou 4,5 Gy vedla
k dosažení DRF=6,68, což je dvojnásobné Zvýšení
ve srovnání s aplikací samotného WR 2721 v dáv-
ce 400 mg/kg. Radioprotektivní účinek byl hodno-
cen pomocí počtu chromozomálnich aberací bu-
něk kostní dřeně (18).

Cytokiny, hormonům podobné proteiny, které
jsou produkovány stimulovanými buňkami a tká-
němi, mají radioprotektivní účinek při ozáření ve-
doucímu k projevům dřeňového syndromu akutní
nemoci Z ozáření. Radioprotektivní účinek byl pro-
kázán po aplikaci IL-1, TNF, lL-12 a SCF 18-24 h
před ozářením. Naproti tomu TGF-beta zvyšuje le-
talitu myší. Radioprotektivní účinky cytokinů mo-
hou být Založeny na vyvolání buněčného cyklu u
primitivních progenitorových buněk (IL-1, SCF), Za-
bránění vzniku apoptózy (SCF) a indukci proteinů
a enzymů (IL-1, TNF), které redukují oxidativní po-
škození (57).

Některé cytokiny, včetně TNF-alfa, chrání u myší
krvetvorný systém, když jsou aplikovány před ozá-

řením nebo bezprostředně po ozáření. V pokusech
byl sledován protektivní účinek TNF-alfa in vitro na
lidské kmenové buňky CD34+. Tyto buňky byly vy-
staveny krátkodobé expozici TNF-alfa bezprostřed-
ně po ozáření dávkami 0,454-9 Gy. Došlo k vý-
znamnému Zvýšení přežití kmenových a progeni-
torových buněk, které bylo významnější u nižších
dávek ozáření (33).

TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-
-n-oxyl) aplikovaný do přední oční komory 15 min
před ozářením 2krát 11 Gy RTG Záření s interva-
lem 48 h významně snižoval závažnost a stupeň
vzniklé katarakty. Přibližně o 70 % byl snížen po-
čet Zlomů DNA po jednorázovém ozáření dávkou
11 Gy. Pravděpodobným mechanismem radiopro-
tektivního účinku je vychytání Zářením vzniklých
peroxidů s následným Zabráněním vzniku hydroxy-
Iových radikálů a poškození DNA (70).

Cimetidin je schopen redukovat klastogenní úči-
nek malých dávek gama a neutronového Záření -
u myší ozářených dávkami 1,5; 2,25; 3,375 a 5,06
cGy rychlých neutronů, kterým byl 2 hodiny před
ozářením aplikován cimetidin v dávce 15 mg/kg
i. p. Projevem radioprotektivního účinku bylo 1,5 až
2násobné snížení počtu mikrojader. | když mecha-
nismus radioprotektivního účinku není dosud přes-
ně Znám, pravděpodobně jde o Zachycení volných
radikálů Zesileným glutathionovým systémem (53).

Po aplikaci Zinc-desferrioxaminu (Zn-DFO) byla
popséna ochrana slinných žláz před radiačním po-
ŠkoZením. Potkanům byl Zn-DFO aplikován i. p.
v dávce 20 mg/kg 90 min před ozářením hlavy a
krku dávkou 15 Gy RTG Záření. Funkčním vyše-
třením slinných žláz Za dva měsíce po ozáření bylo
prokázáno, že Zn-DFO snižuje rozsah radiačního
poškození gl. parotis, ale nechrání gl. Submandibu-
laris (56).

Po i. v. nebo topické (intraluminální) aplikaci tiri-
lazad mesylátu byl Sledován jeho radioprotektivní
účinek při ozáření tenkého střeva myší. Tirilazad
byl aplikován před ozářením klíčky tenkého střeva
dávkou 11 Gy RTG Záření. Získané výsledky uká-
Zaly, že tirilazad nemá systémový radioprotektivní
účinek, ale naopak má významný protektivní úči-
nek na sliznici při topické aplikaci do Iumen tenké-
ho střeva a nedochází ke vzniku radiační enteritidy
(16).

účinky thiolù na přežití po ıćčhê
Přežití laboratorních zvířat se po ozáření Zvyšu-

je, pokud byl WR 2721 kombinován s:
o 16,16-dimethyl dinoprostonem (62),
o misoprostolem (26),
o Iyofilizovanou frakci nebo extraktem Z 8 druhů

baktérií Z horní části GIT (DRF=1,92, 1,17 a 2,07
pro WR 2721, extrakt a kombinaci),
2-mercaptopropionylglycinem (66),

0 aspartátem zinku (17),
o rG-CSF (DRF=1,44, 1,06 3 1,64 pro WR 2721,
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rG-CSF a kombinaci),
. glukanem nebo glukanem a selénem (60). Když

byl Selén přidán k WR 2721 a glukanu, pak se
přežití ve Srovnání se Samotnými látkami nezvy-
šovalo.

Carboxymethylglukan je rozpustný derivát beta-
1,3-glukanu, který Zlepšuje úpravu krvetvorby u Sub-
letálně gama zářením ozářených myší a Zvyšuje
přežití Ietálně ozářených pokusných Zvířat při apli-
kaci 24 hodin před ozářením. Aplikace carboxy-
methylglukanu po Záření má příznivý vliv na přežití
v případě, že je použit v kombinaci s aplikací cysta-
minu před ozářením (65).

Ozáření významně zkracuje dobu života léče-
ných Zvířat (22, 64). U myší aplikace WR 2721 15
nebo 30 min před ozářením vede ke snížení rych-
losti hynutí ve Srovnání se Samotným ozářením
(77, 22). Největší ochrana byla pozorována během
prvních 800 dní po léčení a DRF (na základě
LD50/30 nebo LD1oo/3o) byl 1,21 až 1,26 (65). Ochra-
na normálních tkání WR 2721 před ozářením také
zvýšila přežití pokusných zvířat.

WR 77913 v dávce 815 mg/kg 30 min před ozá-
řením hlavy králíka dávkou 15 Gy vede k význam-
nému prodloužení intervalu mezi ozářením a vzni-
kem katarakty. Dávky WR 77913 menší než 350
mg/kg, které jsou netoxickě, působí neúplnou pro-
tekci, i když vývoj katarakty je významně prodlou-
žen. U nižších dávek ozáření (12,5 a 10 Gy) se
radioprotekce projevila méně významně (40).

Byl studován radioprotektivní účinek síru obsa-
hujících látek MEA (cysteamin HCI), AET (2-amino-
ethyl-isothiouronium Br.HBr) a WR 2721 pomocí
testu vzniku mikrojader v erytropoetickém Systému.
Myším byly radioprotektivní látky aplikovány v dáv-
ce 200 mg/kg 15 min před ozářením dávkou 6 Gy
RTG záření. Získané výsledky Svědčí o tom, že
tento test je vhodný pro hodnocení radioprotektiv-
ního účinku (25).

Učinky na karcinogenezi, spontánní metastázy a
mutagenezi jsou WR 2721, WR 1065 a disulfid WR
33278 účinnou protekcí před vznikem Zářením vy-
volané mutageneze (39).

WR 2721 a jeho aktivni volný thiol WR 1065 re-
dukují mutace vznikající vlivem ionizujícího záření.
Na nedělicich se lidských buňkách GO T-lymfo-
cytech byl Studován radioprotektivní účinek WR
2721 a WR 1065. Bylo prokézéno, že cytotoxicita
gama Záření byla redukována jen v případech, kdy
v buňkách byl WR 1065 (8). Na stejném modelu
bylo prokázáno, že WR 1065 redukuje mutace
vzniklé po ozáření, a to i v případě, že byl v buň-
kách až po ozáření (7).

Vysoké hodnoty aminothiolu WR 1065 chrání
buňky před ionizujícím Zářením, přičemž mnohem
menší hodnoty této látky nebo jejího disulfidu WR
33278 mají antimutagenni účinek. WR 1065 není
dobrý Substrát pro polyaminové transportní me-

chanismy, a tak vstupuje do buněk především ne-
Zprostředkovanou pasivní difuzí (50).

WR 2721 aplikovaný i. p. 30 min před ozářením
snižuje následný vznik zářením vyvolaných nádorů
u myší léčených pro primární fibrosarkom konče-
tiny s DRF=1,75 (29). Stejná aplikace WR 2721
také chrání před smrtí myši ozářené na nádory a
Snižuje počet a velikost preneoplaStických Změn,
které vznikají u ozářených potkanů (23). _

U myší kombinovaná protekce suboptimálními
dávkami WR 2721 a aspartátu Zinku aplikovaných
10 a 30 min před ozářením významně redukuje Zá-
řením vyvolanou karcinogenezi ve Srovnání S apli-
kací samotných látek (incidence lymfoidního nádoru
byla 9,1 %, 62,5 %, 50 % a 90 % pro kombino-
vanou Iéčbu, WR 2721, aspartát zinku a bez léčby)
(17).

l. p. aplikace WR 2721 30 min před ozářením
nebo aplikací cyclofosfamidu významně redukova-
la Zářením nebo cytotoxickou látkou vyvolanou Zvý-
šenou tvorbu plicních metastáz u myší; DRF=2,5 a
1,8 (49).

ln vitro výsledky ukázaly, že WR-1065 redukoval
incidenci Zářením vyvolaných mutací buněk křečka.

VWR 2721 také redukoval frekvenci mutací buněk
od ozářených myší (24, 34). WR 2721 chránil myší
buňky kostní dřeně před mutagenním účinkem jed-
norázových dávek gama Záření. Změny v intervalu
mezi aplikací WR 2721 a začátkem ozařování mají
malý účinek na protekcí buněk.

CHO AA8 buñky byly vystaveny in vitro vlivu 30
nM selenitanu sodného a 4 mM WR 1065 před
ozářením dávkou 8 Gy a byla Zjištěna protekce
před vznikem radiačních mutací. Naproti tomu nebyl
prokáZán radioprotektivní účinek samotného Sele-
nitanu sodného nebo jeho kombinace s WR 1065.
Tyto výsledky Svědčí o tom, Že protektivní účinek
obou látek má roZdílný mechanismus a stimulace
glutation peroxidázy Selénem je pravděpodobný
mechanismus antimutagenního účinku Selénu (12).

Hypokalcemické účinky
WR 2721 u lidi vyvolává hypokalcémii. Střední

hodnoty celkového kalcia byly významně Sníženy o
18 % po každé Z 18 i. v. aplikací WR 2721 v dáv-
kách 430-910 mg/m2 před protinádorovou léčbou u
16 pacientů S metastázami nebo rekurentnimi ná-
dory (20). Ultrafiltrabilní a ionizované kalcium byly
redukovány proporcionálně. Hodnoty Ca dosáhly
nejnižší hodnoty během 2-4 hodin, Zůstaly sníženy
24 hodin po infuzi WR 2721 a vracely Se na normu
během týdne. Navzdory významné hypokalcémii
byly hodnoty Sérového imunoreaktivního parathy-
reoidálního hormonu (PTH) a magnézia významně
redukovány na 66 a 23 %. Urinární exkrece cAMP,
který reguluje uvolňování zásobního PTH, odrážela
Snížení Sérové hodnoty PTH (52% redukce) a uri-
nárni exkrece Ca byla významně Zvýšena (o 170 %).
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Mechanismus protektivních účinků studovaný
in vitro

Ionizující Záření usmrcuje buňky chemickou Změ-
nou DNA vyvolanou jednak ionizací DNA, jednak
produkcí vysoce reaktivních difuzibilních volných
radikálů (Zahrnujících hydroxylové radikály) gene-
rované ionizací jiných buněčných součástí. Endo-
genní thioly a jejich ionty reagují S oběma volnými
radikály a zářením vyvolanými DNA radikály a mo-
hou Zvýšit přežití buněk, když k interakci dojde
dříve, než dojde k poškození DNA a jeho fixaci
(55).Thio|y také chrání buňky kompeticí S kyslíkem,
když tak brání interakcím kyslíku s DNA radikály,
které mohou vytvářet potenciálně poškozující hy-
droperoxidy, což vede k fixaci poškození a Zvýšení
rizika buněčné smrti. Naproti tomu přidání atomu
kyslíku Z thiolových skupin je jeden možný mecha-
nismus chemické reparace.

WR 2721 patrně působí stejným mechanismem
jako endogenní thioly. Takže radioprotektivní efekt
je pravděpodobně částečně Zprostředkován cestou
odstranění kyslíku a navozením hypoxie (14), což
je efekt vyvolaný oxidačními reakcemi thiolů (13).
Inkubace buněk S WR 2721 nebo jeho aktivním
metabolitem WR 1065 in vitro podporuje hypotézu,
že WR 2721 v konečné fázi snižuje intracelulární
koncentraci kyslíku (13, 67, 81). Změny v tkáňové
konsumpci kyslíku a Změna buněčného metabo-
lismu kyslíku byly stanoveny na Základě výsledků u
19 pacientů (20).

Protektivní účinek WR 2721 je částečně Závislý
na tenzi kyslíku a je maximální u částečně hypo-
xických buněk (9, 13, 78). Rozdíly v tenzi kyslíku
různých orgánů a tělesných systémů mohou snad
hrát roli v rozdílné radioprotekci vyvolané WR 2721.

WR 2721 také vede k na kyslíku nezávislé pro-
tekci, protože hypoxie per se nebrání protektivní-
mu účinku WR 2721. Tento na kyslíku nezávislý
mechanismus Zahrnuje vychytávání radikálů a/nebo
reakce s dodáním kyslíku (13, 75), což bylo dříve
pozorováno s WR 1065 in vitro. Tyto rozdíly jsou
spíše vysvětlením pro selektivní protekci WR 2721
u Zdravých tkání, protože aktivní metabolit WR
1065 je jedinou formou látky, která je absorbována
buňkami. Defosforylační aktivita je také u Zdravých
tkání rozdílná. WR 2721 je defosforylován na WR
1065 při kyselém pH žaludku nebo AF (alkalická
fosfatáza) v jiných orgánech.

Byl studován in vitro vliv WR 1065 na kultivo-
vané endoteliální buňky bovinní aorty po ozáření
dávkou 5 Gy. Bylo prokázáno, že WR 1065 Za-
brání vzniku morfologických Změn. Tento účinek je
zprostředkován jak expresí adhezních molekul, tak
reorganizací cytoskeletu (51). Radiační poškození
normálních tkání je částečně limitováno poškoze-
ním cévního endotelu. In vitro byl studován protek-
tivní účinek WR 2721 na endoteliální buňky bo-
vinní aorty. Buňky byly exponovány WR 1065 dvě
hodiny před ozářením. Získané výsledky svědčí o
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tom, že WR 1065 umožňuje úpravu tkáně po ozá-
ření vyvoláním replikace endoteliálních buněk, a to
pravděpodobně mechanismem nezávislým na gluta-
thionu (69).

WR 1065 in vitro u ovariálních buněk čínského
křečka (CHO) vede k akumulaci bunèk v G2 fézi
buněčného cyklu, která je vyvolána inhibicí aktivity
topoizomerázy Il alfa (54).

K celkovým účinkům je nutno připomenout i to,
že WR 2721 může redukovat poškození krvetvorby
vyvoláním proliferace kmenových buněk krvetvorby.
Patnáctiminutová inkubace s WR 2721 Stimulovala
růst některých primitivních progenitorových buněč-
ných linií in vitro, růst se nezvýšíl prodloužením in-
kubace s WR 2721 na 24 hodin (38).

Souhrn

WR 2721 byl původně vyvinut jako radioprotektivní
látka pro vojenské použití v armádě USA. U lidí a
zvířat chrání normální tkáně před radiačním poško-
Zením. Protekce nádorů je obecně, ve srovnání S
normálními tkáněmi, menší. WR 2721 snižuje po-
škození normálních tkání při radioterapií. Redukce
radiačního poškození Se manifestuje snížením vý-
skytu a závažnosti infekčních komplikací a s neu-
tropenií spojenou s horečkou a sepsí. Také počet
dnů, kdy je nutná aplikace antibiotik, a délka hospi-
talizace Se po aplikaci WR 2721 Zkracují. NepříZ-
nivé účinky spojené s aplikací WR 2721 jsou hypo-
tenze, nauzea a Zvracení, somnolence a kýchání.

U zvířecích modelů je WR 2721 selektivně de-
fosforylován na WR 1065, který je absorbován buň-
kami normálních tkání. Aplikace WR 2721 chrání
před časným i pozdním radiačním poškozením.
Protekce normálních tkání byla největší, když byl
WR 2721 aplikován 30 až 60 min před ozářením.
Úroveň ochrany je různá u různých tkání a u mno-
ha tkání je snížená při nízkých dávkách ozáření
nebo frakcionovaném ozáření. Po aplikaci WR 2721
dochází ke snížení mortality po celotělovém ozáření.

Ve srovnání s aplikací jen WR 2721 je radiopro-
tekce Zvýšena, když je WR 2721 aplikován S jinými
látkami, včetně rekombinantního G-CSF. U pokus-
ných Zvířat WR 2721 také redukuje incidenci post-
radiační karcinogeneze nebo mutageneze.

WR 2721 aplikovaný p. o. nemá radioprotektivní
účinek. Po i. v. aplikaci jednorázově nebo v 15minu-
tové infuzi je rychle (s poločasem asi 0,9 min) vy-
chytáván Z plazmy. WR 2721 se neváže na proteiny
a u lidí i pokusných Zvířat se rozděluje v různých
tkáních heterogenně.

ln vitro analýzy ukázaly, že WR 2721 je rychle
metabolizován alkalickou fosfatázou na aktivní me-
tabolit WR 1065 a neorganické fosfáty. Výsledkem
metabolismu WR 2721 je skutečnost, že jen malá
část (celkově asi 6 %) je vyloučena Iedvinami jako
nezměněná látka nebo její metabolity.
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