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Uvod

Studium mechanismi radioprotekce vede k ra-
cionalnimu pouziti radioprotektivnich latek pfi riz-
nych aplikacich. ProtoZe radioprotektivni latky pu-
sobi rliznymi mechanismy, je nezbytné rozliSovat
jejich aplikaci pfi zevnim a vnitfnim ozafenim bé-
hem havarie, pfi radiaénim pos$kozeni kratkodo-
bymi vysokymi nebo dlouhodobymi nizkymi davka-
mi zafeni, pfi ozafeni ionizujicim zafenim s vyso-
kym LPE (linearni pfenos energie) b&éhem orbital-
nich letl a pfi radioprotekci normalnich tkani pfi ra-
dioterapii. Radioprotektivni latky jsou obecné klasi-
fikovany jako sulfhydrylove latky, jiné antioxidaéni
latky nebo receptory zprostiedkované latky (tj. bio-
aktivni lipidy, cytokiny a rustové faktory). Nejvyznam-
né&jSi postaveni mezi nimi ma WR 2721 = [S-2-(3-
aminopropylamino) ethyl phosphorothioic acid] =
[S-2-(aminopropylamino) ethylester kyseliny fosfo-
rec¢né] (synonyma -amifostine, ethyofos, gamafos)
pod firemnim nazvem Ethyol (US Bioscience, West
Conshohocken, USA), které ma vysokou afinitu k
DNA. Budouci vyzkum by mé&l demonstrovat, Ze
radioprotektivni latky maji své misto pfi radiacnich
havariich, zvlasté pokud jsou pouZity v kombinaci s
léCivy, kterymi jsou pfedevSim antiemetika, purifi-
kované kmenové buriky, G-CSF a jiné cytokiny (89).

Latky obsahujici sulfhydrylové skupiny jsou nej-

lepsi dnes znamé radioprotektivni latky. Zakladni-
mi problémy jejich pouziti je jejich toxicita a kratka
doba jejich G€innosti. Na zakladé dosud znamych
vysledkd je moZno fici, Ze dnes neexistuje radio-
protektivni latka, kterou by bylo mozno povaZovat
za idealni (44).

Vyuziti aminothiolovych sloucenin (cystein) jako
radioprotektivnich latek popsali Patt a spol. jiZ v ro-
ce 1949. Pii studiu radioprotektivni U€innosti ami-
nothiolll pfi gama ozafeni stfeva mys$i bylo proka-
zano, Ze cysteamin a cystein maji men&i radiopro-
tektivni ucinek nez WR 2721 (72).

Cysteamin ma radioprotektivni tcinek pfi ozare-
ni mozku mysi za 15 min po aplikaci. Naproti tomu
WR 2721 tento radioprotektivni G&inek nema, pro-
toZze do mozku nepronika (73).

WR 2721 byl vyvinut jako radioprotektivni latka
proti radiacnimu poskozeni (10). Bylo prokazano,
Ze chrani fadu normalnich tkani, a to po defosfo-
rylaci na jeho aktivni metabolit WR-1065 [2-(3-
aminopropylamino) ethanethiol].

WR 2721 je jednoduchy aminothiol, ktery je pro-
duktem vyvojového programu, ktery zacal v roce
1959 ve ,Walter Reed Institute of Research* armady
USA. Vyzkum byl zaméfen na syntézu a testovani
latek uréenych k protekci pracuijicich v riziku oza-
feni ionizujicim zafenim. V ramci tohoto programu
bylo syntetizovano a testovano vice nez 4000 latek
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(80). Tato latka byla vytvoifena po studiich, které
prokazaly, Ze siru obsahujici aminokyselina cystein
aplikovana pred celotélovym ozafenim je schopna
chranit buriky kostni difené.

WR 2721 je inaktivni latka, kterd musi byt de-
fosforylovana alkalickou fosfatazou na aktivni latku
WR 1065. Tato latka je dale metabolizovana na sy-
metrické disulfidy (WR 33278) nebo smisené disul-
fidy. Radioprotektivni u¢inek WR 2721 byl pozoro-
van jen v situacich, kdy byl v organismu pfi expo-
zici ionizujicimu zareni. WR 2721 spliiuje mnoho
kritérii idealni radioprotektivni latky.

Cytoprotektivni uc¢inek WR 2721 je dan pfede-
viim intracelularni koncentraci aktivhiho metabo-
litu WR 1065. WR 2721 sam prakticky nevstupuje
do bunék, piedevsim diky terminalni ¢asti své mo-
lekuly, ktera je tvoiena kyselou fosfothiolovou sku-
pinou. Pfi enzymatické aktivaci dochazi pomoci
alkalické fosfatazy k defosforylaci v oblasti termi-
nalni skupiny, ¢imz vznika ,aktivni® defosforylo-
vany thiol WR 1065, ktery pomoci facilitované difu-
ze snadno pronika do bunék, kde plsobi radiopro-
tektivné. Je to pravé potieba enzymatické aktivace
a nasledné facilitované difuze, ktera odpovida za
specificitu cytoprotektivniho Géinku WR 2721. Alka-
licka fosfataza je, jako membranové vazany enzym,
pfitomna ve vysoké koncentraci ve zdravych tka-
nich, pfedev8im v endotelu krevnich kapilar. Rov-
néZ pH zdravych bunék a tkani je z hlediska opti-
malni aktivity alkalickeé fosfatazy pfiznivé. WR 2721
je metabolicky aktivovan na WR 1065 a v této po-
dobé pronika téméf vyluéné do zdravych bunék a
tkani.

WR 2721 ma radioprotektivni a chemoprotektiv-
ni Gcinek u normalnich tkani. Redukuje nefrotoxi-
citu, neurotoxicitu, hematotoxicitu (granulocytope-
nii, leukopenii a trombocytopenii) a ototoxicitu. Ved-
lej8imi ucinky jsou hypotenze, nauzea, zvraceni a
sniZzeni koncentrace sérového kalcia (87).

Vlastni radioprotektivni ucinek WR 1065 spociva
v tom, Ze je donatorem vodikového iontu (H') z ter-
minalni sulfhydrylové skupiny, ktery inaktivuje vol-
né radikaly vznikajici v bufice plsobenim ionizu-
jiciho zafeni. WR 1065 prostfednictvim volné sulf-
hydrylové skupiny (SH) také plsobi v mistech pos-
kozeni DNA, kdy usnadiiuje rychlou neenzymatic-
kou reparaci poSkozeni.

Mechanismy radioprotekce zahrnuji:

e Zachyceni volnych radikalt vznikajicich vlivem
ionizujiciho zafeni, které se podileji na proce-
sech bunééné smrti, mutageneze, transformace
a karcinogeneze. ProtoZe volné radikaly vzni-
kajici pfi ozafeni maji kratkou Zivotnost, méné
nez 10° s, radioprotektivni efekt WR 1065 je
prikazny jen v situaci, kdy tato latka je v buri-
kach pfitomna v dobé& ozafeni.

e Dodani atomu vodiku zlepSuje pfimou chemic-
kou reparaci v mistech poskozeni DNA.

« Indukce antioxidacnich proces( vyvolava intra-
celularni hypoxii.

Je mozno dosahnout rozdilné radioprotekce nor-
malnich a nadorovych tkani. Hydrofilie je vyznam-
ny faktor pro diferenciaci radioprotekce a mlZe hrat
vyznamnou roli pfi navrhovani nebo vybéru nejlep-
Sich radioprotektivnich latek (4).

Bylo prokazano, Zze WR 2721 ma vy3Si radio-
protektivni ucinnost s DRF=2 pfi hodnoceni pieziti
kmenovych bunék krvetvorby in vitro. Naproti tomu
mensi radioprotektivni G€innost byla prokazana pri
hodnoceni poskozeni DNA ionizujicim zafenim po-
moci ,davku redukujiciho faktoru = DRF* (DRF=1,2)
pfi nizkych davkach ozareni. Vyznamna radiopro-
tekce pfed poskozenim DNA byla prokazana po
davkach ozareni mezi 10-30 Gy (63).

WR 2721 ma schopnost selektivné chranit nor-
malni tkané pred radiaénim po$kozenim bez toho,
Ze by dochazelo k vyznamnéjsi protekci nadoro-
vych tkani. Stale zvy3ujici se rozsah klinického vy-
uziti WR 2721 svédéi o tom, ze WR 2721 je bez-
pecny a prakticky pfi vyuZiti u pacientt, ktefi jsou
Ié€eni frakcionovanou radioterapii (82).

Byl studovan i vliv radioprotekce pomoci WR
2721 (0,6 mmol/kg i. m. pfed ozafenim) na pribé&h
a vysledek kombinovaného radia¢niho poskozeni
a stfelného poranéni u prasat. Byla testovana hy-
potéza, Ze stielné poranéni v latentni fazi akutni
nemoci z ozareni zvySuje letalni pribéh poranéni.
Ziskaneé vysledky prokazaly, Zze radioprotekce po-
moci WR 21721 zabrani letalnimu prib&hu pora-
néni a dale zlep3uje reepitelizaci rany a vaskula-
rizaci granulaéni tkané (5).

V posledni dobé byla predlozena nova klasifika-
ce radioprotektivnich latek, které jsou déleny na tii
skupiny:

1. radioprotektiva,

2. stimulatory radiorezistence,

3. prostiedky protekce vnitini kontaminace radio-
aktivnimi latkami.

V zavislosti na organové (systémové) protekci
jsou radiprotektivni latky d&leny na myeloprotektiv-
ni, enteroprotektivni a cerebroprotektivni latky; sti-
mulatory radiorezistence jsou déleny na latky, které
jsou uginné po jednorazové nebo opakované apli-
kaci; prostfedky prevence vnitini kontaminace radio-
aktivnimi latkami jsou déleny na ty, které zabrariuji
inkorporaci radiojodu do $titné Zlazy, a latky, které
zabraiiuji resorpci radionuklida z GIT (37).

Farmakodynamické vlastnosti

Protekce pfi radioterapii

Vétsina farmakodynamickych studii s WR 2721
byla provedena po i. p. aplikaci myS$im nebo potka-
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ndm asi 30 min pfed ozafenim. Obvykle byly po-
uzity davky 200 aZz 400 mg/kg, ale vétdinou 400
mg/kg. Ozafeni bylo provedeno gama a RTG
zafenim nebo neutrony, ojedinéle i beta zafenim.
DRF byl obvykle pouzit k uréeni hodnoty ochrany.

Jako monoterapie

Hlavnimi metabolity WR 2721 jsou thiol WR 1065
a disulfid WR 33278. Oba tyto metabolity chrani
pfed poSkozenim DNA vyvolanym gama zafenim.
Radioprotektivni ucinek je vysvétiovan strukturainimi
zménami navozenymi navazanim téchto latek (71).

WR 2721 ma radioprotektivni G€inek u fady nor-
malnich tkani, pokud je aplikovan zvifatim 15-45
min i. p. pfed ozafenim. Byla zaznamenana pro-
tekce i pfi radiaénim poskozeni kréni michy u pot-
kand, kterym byl WR 2721 aplikovan do pravé
lateralni mozkové komory 45 min pfed ozafenim.
SniZzeni vzniku paralyzy bylo s DRF=1,3-1,6 (76).
WR 2721 chréani Ggﬁ radioterapii s nizkym LPE, jako
je gama zafeni " Co, ale i se stfednim a vysokym
LPE, jako je emise neutrond u mysi (2, 74). Vyz-
namna protekce nebyla pozorovana pfi ozafeni ioni-
zujicim zafenim s velmi vysokym LPE (260 keV/um).

Ozéfeni psu davkami vét§imi nez 7,5 Gy posko-
zuje jejich stfevni sliznici a radioprotekce pomoci
WR 2721 radiaéni poSkozeni redukuje. WR 2721
byl aplikovan v davce 150 mg/kg i. v. 30 min pied
ozafenim bficha davkou 10 Gy gama zafeni. Piezi-
ti pokusnych zvifat do 7. dne bylo vyznamné vy3si
u skupiny chranéné WR 2721 (91 % oproti 33 %).
Ctvrty den po ozafeni integrita sliznice a stfevni
absorpce byly vyznamné lep3i po aplikaci WR 2721.
Radioprotekce pomoci WR 2721 tak zvySila pieziti
pokusnych zvifat redukci poskozeni ilea a zlepSe-
nim stfevni absorpce (28).

WR 2721 aplikovany pfed ozafenim vede k re-
dukci RTG zafenim vyvolaného zvy$eni frekvence
vzniku mikrojader u erytropoetickych bunék. Geno-
toxicky a radioprotektivni ucinek WR 2721 je za-
visly na aplikované davce a délce intervalu mezi
aplikaci WR 2721 a ozafenim (45).

TaktéZ bylo prokazano, Ze pfi aplikaci WR 2721
pfed ozafenim mysi davkou 4 Gy gama zafeni do-
8lo k redukci poétu vzniklych mikrojader bunék kost-
ni dfené (32).

DRF je rizny pro rizné tkané a je patrna ten-
dence jeho snizovani pfi nizkych davkach ozafeni
a frakcionovaném ozafeni (3, 30, 48, 85), i kdyZ
rozdily jsou zavislé na typu tkané, jak bylo zazna-
menano v jedné studii (68). ZvySeni davky RTG
ozafeni vede k vyznamnému sniZeni ochrany vazi-
va, kiize nebo Ustni mukézy, méné se sniZuje pro-
tekce stfeva, plic a kostni dfené. Tento trend nebyl
pozorovan u pfiudni Zlazy, a naopak se protekce
zvySovala se zvy3ujici se davkou u ledvin, moco-
vého méchyfe a vlasovych folikul(.

Protekce WR 2721 pfi riznych davkovych rezi-
mech byla proti radiaénimu po$kozeni plic (84) nebo

kliZze (29) stejna, at bylo ozareni jednorazové, nebo
frakcionované.

Byl sledovan radioprotektivni efekt WR 2721 na
mysi plice po ozafeni 1 davkou, 4 nebo 7 stejnymi
frakcemi RTG zafeni. Byla prokazana protekce jak
pro pneumonitidu za 7 mésicl, tak pro fibrézu za
12 mésicu pfi davce 300 mg/kg i. p. Radioprotekce
byla stejna pro pneumonitidu a fibr6zu a nebyla
mensi po davkach 4 Gy na frakci. Tyto vysledky
svédéi o tom, Ze radioprotekce mysich plic pomoci
WR 2721 neni men3i pfi mnoha frakcich ozafeni,
pokud davka zafeni neni vétsi nez 4 Gy. Dale bylo
prokazano, Ze reparace plic my3i, kterym byl apli-
kovan WR 2721 a ozafeni, byla stejna jako u mysi,
které byly jen ozafeny. To svéd¢i o skutec¢nosti, Ze
WR 2721 neméni reparacni kapacitu této tkané.
DRF ma rozpéti od nizkych hodnot 1,3 pro plice a
ledviny aZ po vysoké hodnoty 2,7 pro kostni dref
(83).

Dale byla testovana reakce mysich plic na jedno-
razové a frakcionované (10 frakci) ozareni. U mysi
dychajicich vzduch nebo 10% kyslik byl prokazan
radioprotektivni efekt davky 300 mg/kg WR 2721.
Nizky DRF=1,2-1,4 byl zji§tén u jednorazového oza-
feni pfi dychani vzduchu nebo 10% kysliku a také
pro 10 frakci pfi dychani vzduchu. Radioprotekce
byla prokazana pfi ozafeni 10 frakcemi u mySi dy-
chajicich snizenou koncentraci kysliku (DRF=1,5
az 1,7) (58).

WR 2721 mél protektivni ucinek, kdyZ byl apliko-
van lokalné do duodena u pst (25), kolon potkand,
izolovaného tenkého stfeva potkant, ale i do oka
u kralika (79). Lokalni aplikace WR 1065 chranila
mysi pfed alopecii, ale s. c. aplikace WR 2721 byla
mnohem u¢inn&jsi (19). Naproti tomu lokalni apli-
kace WR 2721 (inhalace aerosolu WR 2721) do
plic 3-4 min pfed ozafenim nechranila pfed vzni-
kem pneumonitidy u my&i (41).

Optimaini doba aplikace WR 2721 byla sledo-
vana u mysi. Agkoli vyznamna protekce byla za-
znamenana po i. p. nebo i. v. aplikaci 5 min pfed
ozafenim (DRF=1,3) a protektivni G¢inek byl pozo-
rovan v intervalech az do 90 min po aplikaci WR
2721, protekce je maximalni pfi aplikaci WR 2721
30-60 min pied ozafenim (DRF=1,7-2,2) (85). V jiné
studii byla pozorovana mala diference pfi aplikaci
WR 2721 15 a 60 min pfed ozafenim. Pfi vysokych
davkach ozafeni je vét3i protekce, kdyZ se interval
mezi aplikaci WR 2721 a ozafenim zvétSuje - pro-
tekce byla maximalni pfi intervalu 60 min (78).

WR 2721 aplikovany 30 min pfed ozaienim mél
protektivni u€inek na bufiky krypt kolon mysSi
(DRF=1,4-1,6). Stejna urovefi protekce byla zazna-
menana (DRF=1,6), kdyZ byla 2 h pfed ozafenim
aplikovana cisplatina. DRF byl snizen na 1,3, kdyz
cisplatina byla aplikovana 2 h po ozafeni (30).

Radioprotekce mysi kiize pomoci WR 2721 byla
studovana pfi pouZiti jednorazového ozafeni nebo
2 a 5 frakcl. Vyznamna protekce byla pozorovana
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pfi pouziti davek 200-500 mg/kg u zvifat dychaji-
cich vzduch nebo kyslik. Hodnota radioprotekce se
zvySovala se zvy3ujici se davkou a byla vyznamné
vy33i pfi dychani vzduchu nez kysliku, zvlasté pfi
nizkych davkach WR 2721 (78).

Byla provedena studie vychytavani citratu Ga-67
slinnymi Zlazami u 105 pacientu s karcinomem hla-
vy a krku (81). Citrat Ga-67 ma tendenci se akumu-
lovat v ozafenych slinnych Zlazach, coz pak dava
informaci o radiaénim poskozeni této tkané. Pro-
tekce pomoci WR 2721, obvykle v davce 100 mg,
30 min pfed ozafenim vedia ke zvySeni poétu Zlaz
bez zachytu Ga-67 (44 %), pficemz bez WR 2721
to bylo jen 13 %.

V dalsi studii byla testovana moznost, zda WR
2721 muzZe chranit stfevni sliznici pfi topické aplika-
ci. Tenké stievo potkantl bylo eventrovano z bfisni
dutiny a naplnéno WR 2721, Tris pufrem (pH 9)
nebo jejich kombinaci a stfevni klicka pak byla
ozarena davkou 1100 cGy. Kritériem protektivni
ucinnosti byl pocet pfezivajicich bunék stfevnich
krypt a vy3ka sliznice 5. den po ozafeni. Samotny
pufr s pH 9 ma malou protektivni Géinnost a pie-
Ziva jen 16 % poctu bunék krypt. WR 2721 zvySuje
pfeziti bunék krypt na 54 % pfi neutralnim pH a na
83 % pfi pH 9. Ziskané vysledky svédci o tom, Ze
WR 2721 aplikovany topicky plsobi vyznamnou
radioprotekci sliznice tenkého stfeva. Protekce je
nejvétsi, je-li WR 2721 v alkalickém médiu (11).

WR 2721, WR 3689, WR 151327 a WR 1065
byly aplikovany mysim i. p. 30 min pfed ozafenim
davkou 15 Gy. Pocet bunék stfevnich krypt byl zvy-
Sen u vSech mysi chranénych aminothioly. Poéty
germinalnich bunék testes mysi chranénych amino-
thioly pied ozafenim byly snizeny nebo se nemé-
nily. TakZe radioprotekce pomoci aminothiol vede
k limitované ochrané bunék stfevnich krypt, ale ne-
chrani germinalni bunky testes (77).

Byl studovan i radioprotektivni U€inek siru obsa-
hujicich latek MEA (cysteamin HCI), AET (2-amino-
ethyl-isothiouronium Br.HBr) a WR 2721 pomoci
mikrojadroveho testu erytropoetického systému.
Mysim byly radioprotektivni latky aplikovany v dav-
ce 200 mg/kg 15 min pied ozafeni davkou 6 Gy
RTG zafeni. Ziskané vysledky svédéi o tom, Ze
tento test je vhodny pro hodnoceni radioprotektiv-
niho uéinku (27).

Pfi pouziti testu vzniku mikrojader u mys$i ozare-
nych davkou 5 Gy RTG zafeni bylo prokazano, Ze
WR 2721 aplikovany v davce 200 mg/kg 15 nebo
30 min pfed ozafenim ma vétsi radioprotektivni
ucinnost nez AET aplikovany ve stejné davce. WR
2721 aplikovany v davce 200 nebo 400 mg/kg
my3im i. p. ozafenym davkou 6 Gy 15 nebo 30 min
pfed RTG ozafenim snizuje pocet mikrojader erytro-
poetického systému (46).

Radioprotektivni ucinek thioll je limitovan jejich
toxicitou. Ukazuje se, Ze je mozno ziskat radiopro-
tektivni latky s nizkou toxicitou. Jednou takovou

latkou je alfa-methyl-homocystein thio-lakton, ktery
ma radioprotektivni G€innost vy3si neZ cystein nebo
cysteamin, ale nizsi nez WR 1065. Tyto vysledky
svedci o tom, Ze je mozno snizit toxicitu vyvojem
latek s obdobnou strukturou (35).

In vitro bylo sledovano klonogenni pfeZiti bunék
a obsah latky v bufikach V79-171 inkubovanych s
WR 1065. Ozareni davkami vy$8imi nez 150 Gy
nevyvolava ani vyznamné zmény celkové hodnoty
latky, ani poméru thiol/disulfid v bufkach nebo v
kultivaénim meédiu. Ozafeni bunék davkou 8 Gy
neméni vstup WR 1065 do ozafenych bunék, ale
zvySuje cytotoxicitu latky v bufice. Nebyla vSak pro-
kazana kvalitativni diference radioprotektivni uéin-
nosti WR 1065 u bunék, které byly pfedtim oza-
feny davkou 8 Gy, nebo u neozarenych bunék. Pfi
ozéafeni bunék davkami od 2 do 40 Gy byla sta-
novena tzv. limitujici hodnota pro prezivajici frakci
bunék V79-171, ktera nemlze byt zvySena zvy-
Senim intracelularniho obsahu WR 1065. Tato limi-
tovana radioprotekce byla prokazana i pro jiné typy
bunék (6).

Aminothioly jsou schopny vyvolavat apoptézu,
pokud jsou pfitomny v kultivaénim prostfedi po del-
8i dobu (1 nebo 20 h). Jimi vyvolana apoptédza je
proces nezavisly na p53. Vystaveni bunék vlivu
WR 1065 (4 mM po dobu 15 min) nebo cysteinu
(10 mM po dobu 60 min) pred ozafenim a b&éhem
ozafeni chrani buriky pfed vznikem dvojitych zlomu
DNA a apoptézy (88).

Glutathion snizuje vznik dvojitych zlomd DNA po
ozareni vodniho roztoku DNA teleciho thymu (1).

WR 2721 v kombinaci s jinymi latkami a radio-
protektivni ucinek jinych latek

Protektivni uéinek WR 2721 v kombinaci s fadou
jinych radioprotektivnich latek, imunomodulétor(
nebo radiosenzibilizatord byl sledovan u ozafenych
mySi. V takovych kombinacich plsobi rizné pro-
tektivni mechanismy a mohou redukovat vyskyt
negativnich uginkd spojenych s WR 2721, pfiéemz2
se udrzi rizna protekce proti radiaénimu poskozeni.

Jedna i. p. aplikace WR 77913 [S-3(amino-2-
-hydroxypropyl) phosphorothioat] 15 min pfed oza-
fenim oddali vznik nebo zamezi vzniku katarakty (8).

Bylo prokazano, Ze vitamin C v davce 100 mg/kg
a beta-karoten v davce 50 mg/kg nemaiji radiopro-
tektivni G€inek u bunék mysi kostni dfené (52).

Derivat cysteaminu - kyselina guanidinoethane-
sulfanylthiosulfurova mé radioprotektivni Géinek po
dobu 2 hodin po i. p. a p. 0. aplikaci (21).

Aditivni Gcinek ve srovnani s monoprotekci byl
ziskan, kdyz WR 2721 byl pfed ozafenim kombi-
novan s 16,16- dimethyl dinoprostonem nebo 2-
-mercaptodimethyl diprostonem (27), misoprosto-
lem (26), aspartatem zinku (66, 86). Synergicky
ucinek byl prokazan pri aplikaci kombinace WR
2721 (200 mg/kg) a 5-hydroxytryptaminu (8 mg/kg)
a DRF=2,7 (43). Uprava krvetvorby byla také zlep-
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Sena injekci imunomodulatoru glukanu (60) nebo
denni aplikaci rekombinantniho G-CSF (42, 61) po
ozareni, pfed kterym byl WR 2721 aplikovan v in-
fuzi. Posledni kombinace by mohla mit velky vyz-
nam v klinice u pacientl s karcinomem.

WR 2721 aplikovany mysim v davce 200 mg/kg
30 min pfed gama ozafenim a G-CSF 125 pg/kg/den
s. ¢. aplikovany od 1. do 16. dne po ozareni pfi hod-
noceni LDsoo dosahuje DRF=1,64. Pri aplikaci sa-
motneho WR 2721 byl DRF=1,44 a samotného G-
-CSF DRF=1,06. Studie prokazala, Ze lécebna apli-
kace G-CSF zrychluje obnovu krvetvorby z kmeno-
vych a progenitorovych bunék chranénych WR 2721
(59).

U mySi ozafenych gama zafenim davkou 17 Gy
byla kombinovana radioprotekce optimalni, kdyz
WR 2721 byl v davce 200 mg/kg aplikovan i. p. 30
min pfed ozafenim a Broncho-Vaxom v davce 25
mg/kg i. p. 24 hodin pfed ozafenim nebo 4-8 hodin
po ozafeni (15).

V pokusech na mysich, kralicich a opicich byla
prokazana lééebna ucinnost aplikace leukinferonu
aplikovaného za 4 hodiny nebo 10 dni po ozéafeni.
Pfi letalnim ozafeni mysi se vyznamné zvysilo pfe-
Zivani pokusnych zvifat. Terapie vedla ke sniZeni
zavaznosti pancytopenie a trombocytopenie, coz
svédCi o tom, Ze doslo ke stimulaci krvetvorby po-
Skozene zafenim (31).

Pfirodni radioprotektivni latky jsou perspektivni
pfi nizkych davkach ozafeni, protoze ovliviiuji re-
gulaéni systémy ozafeného organismu, mobilizuji
zpétnou vazbou endogenni radiorezistenci a zvy-
Suji intenzitu celkové nespecifické odolnosti orga-
nismu. Jsou to pfirodni malo toxické nebo netoxic-
ké latky, které mohou byt poZity s potravou (36).

Kombinovana aplikace extraktu z Ocimum sanc-
tum (10/mg i. p. po 5 nasledujicich dni) a jedno-
razova aplikace WR 2721 i. p. v davkach 100-400
mg/kg mysim pied ozafenim davkou 4,5 Gy vedla
k dosazeni DRF=6,68, coz je dvojnasobné zvyseni
ve srovnani s aplikaci samotného WR 2721 v dav-
ce 400 mg/kg. Radioprotektivni u€inek byl hodno-
cen pomoci poétu chromozomalnich aberaci bu-
nék kostni dfené (18).

Cytokiny, hormonim podobné proteiny, které
jsou produkovany stimulovanymi buiflkami a tka-
némi, maji radioprotektivni ucinek pfi ozafeni ve-
doucimu k projevim diefiového syndromu akutni
nemoci z ozafeni. Radioprotektivni Uc¢inek byl pro-
kazan po aplikaci IL-1, TNF, IL-12 a SCF 18-24 h
pied ozafenim. Naproti tomu TGF-beta zvySuje le-
talitu mysi. Radioprotektivni Géinky cytokini mo-
hou byt zaloZzeny na vyvolani bun&éného cyklu u
primitivnich progenitorovych bunék (IL-1, SCF), za-
branéni vzniku apoptozy (SCF) a indukci proteinli
a enzymu (IL-1, TNF), které redukuji oxidativni po-
Skozeni (57).

Nékteré cytokiny, véetn& TNF-alfa, chrani u my3i
krvetvorny systém, kdyZ jsou aplikovany pied oza-

fenim nebo bezprostfedné po ozafeni. V pokusech
byl sledovan protektivni ucinek TNF-alfa in vitro na
lidské kmenové buiiky CD34+. Tyto buriky byly vy-
staveny kratkodobé expozici TNF-alfa bezprostfed-
né po ozafeni davkami 0,454-9 Gy. Doslo k vy-
znamnému zvy3eni pfeziti kmenovych a progeni-
torovych bunék, které bylo vyznamnéjsi u niz3ich
davek ozareni (33).

TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-
-n-oxyl) aplikovany do pfedni oéni komory 15 min
pfed ozafenim 2krat 11 Gy RTG zéafeni s interva-
lem 48 h vyznamné sniZzoval zavaznost a stupen
vzniklé katarakty. Pfiblizné o 70 % byl sniZzen po-
¢et zloml DNA po jednorazovém ozafeni davkou
11 Gy. Pravdépodobnym mechanismem radiopro-
tektivniho Gcinku je vychytani zafenim vzniklych
peroxid( s naslednym zabrané&nim vzniku hydroxy-
lovych radikalG a poSkozeni DNA (70).

Cimetidin je schopen redukovat klastogenni G¢i-
nek malych davek gama a neutronového zafeni -
u my$i ozafenych davkami 1,5; 2,25; 3,375 a 5,06
cGy rychlych neutrond, kterym byl 2 hodiny pied
ozafenim aplikovan cimetidin v davce 15 mg/kg
i. p. Projevem radioprotektivniho G&inku bylo 1,5 az
2nasobné sniZeni poctu mikrojader. | kdyz mecha-
nismus radioprotektivniho G€inku neni dosud pies-
né& znam, pravdépodobné jde o zachyceni volnych
radikal( zesilenym glutathionovym systémem (53).

Po aplikaci Zinc-desferrioxaminu (Zn-DFO) byla
popséana ochrana slinnych Zlaz pfed radia¢nim po-
8kozenim. Potkanim byl Zn-DFO aplikovan i. p.
v davce 20 mg/kg 90 min pied ozafenim hlavy a
krku davkou 15 Gy RTG zafeni. Funkénim vyse-
tfenim slinnych Zlaz za dva mésice po ozafeni bylo
prokazano, Zze Zn-DFO sniZuje rozsah radiacniho
poSkozeni gl. parotis, ale nechrani gl. submandibu-
laris (56).

Po i. v. nebo topické (intraluminalni) aplikaci tiri-
lazad mesylatu byl sledovan jeho radioprotektivni
ucinek pfi ozareni tenkého stfeva mysi. Tirilazad
byl aplikovan pfed ozafenim klicky tenkého stfeva
davkou 11 Gy RTG zéafeni. Ziskané vysledky uka-
zaly, Ze tirilazad nema systémovy radioprotektivni
ucinek, ale naopak ma vyznamny protektivni Gci-
nek na sliznici pfi topické aplikaci do lumen tenke-
ho stfeva a nedochazi ke vzniku radiaéni enteritidy
(16).

Uéinky thiolt na preziti po 16¢bé
Pfeziti laboratornich zvifat se po ozafeni zvy$u-

je pokud byl WR 2721 kombinovan s:
16,16-dimethyl dinoprostonem (62),

¢ misoprostolem (26),

o lyofilizovanou frakci nebo extraktem z 8 druht
baktérii z horni ¢asti GIT (DRF=1,92, 1,17 a 2,07
pro WR 2721, extrakt a kombinaci),
2-mercaptopropionylglycinem (66),
aspartatem zinku (17),
rG-CSF (DRF=1,44, 1,06 a 1,64 pro WR 2721,
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rG-CSF a kombinaci),

¢ glukanem nebo glukanem a selénem (60). Kdyz
byl selén pfidan k WR 2721 a glukanu, pak se
pfeziti ve srovnani se samotnymi latkami nezvy-
Sovalo.

Carboxymethylglukan je rozpustny derivat beta-
1,3-glukanu, ktery zlepSuje upravu krvetvorby u sub-
letdlné gama zafenim ozafenych mysi a zvy3uje
pfeziti letalné ozafenych pokusnych zvifat pfi apli-
kaci 24 hodin pifed ozafenim. Aplikace carboxy-
methylglukanu po zafeni ma pfiznivy vliv na preziti
v pfipadé, Ze je pouzit v kombinaci s aplikaci cysta-
minu pied ozafenim (65).

Ozareni vyznamné zkracuje dobu Zivota léce-
nych zvifat (22, 64). U myS&i aplikace WR 2721 15
nebo 30 min pied ozafenim vede ke sniZeni rych-
losti hynuti ve srovnani se samotnym ozafenim
(77, 22). Nejvétsi ochrana byla pozorovana b&éhem
prvnich 800 dni po lé¢eni a DRF (na zakladé
LDsmag nebo LD1°0{30) by' 1,21 az 1,26 (65) Ochra-
na normalnich tkani WR 2721 pied ozafenim také
zvysila pfeziti pokusnych zvifat.

WR 77913 v davce 815 mg/kg 30 min pied oza-
fenim hlavy kralika davkou 15 Gy vede k vyznam-
nému prodlouzeni intervalu mezi ozafenim a vzni-
kem katarakty. Davky WR 77913 men3$i nez 350
mg/kg, které jsou netoxické, plsobi nelplnou pro-
tekci, i kdyz vyvoj katarakty je vyznamné prodlou-
Zen. U nizSich davek ozafeni (12,5 a 10 Gy) se
radioprotekce projevila méné vyznamné (40).

Byl studovan radioprotektivni ucinek siru obsa-
hujicich latek MEA (cysteamin HCI), AET (2-amino-
ethyl-isothiouronium Br.HBr) a WR 2721 pomoci
testu vzniku mikrojader v erytropoetickém systému.
Mysim byly radioprotektivni latky aplikovany v dav-
ce 200 mg/kg 15 min pied ozafenim davkou 6 Gy
RTG zafeni. Ziskané vysledky svédéi o tom, Ze
tento test je vhodny pro hodnoceni radioprotektiv-
niho G¢inku (25).

Uginky na karcinogenezi, spontanni metastazy a
mutagenezi jsou WR 2721, WR 1065 a disulfid WR
33278 acinnou protekci pfed vznikem zafenim vy-
volané mutageneze (39).

WR 2721 a jeho aktivni volny thiol WR 1065 re-
dukuji mutace vznikajici vlivem ionizujiciho zafeni.
Na nedélicich se lidskych buiikach GO T-lymfo-
cytech byl studovan radioprotektivni Ucinek WR
2721 a WR 1065. Bylo prokazano, Ze cytotoxicita
gama zafeni byla redukovana jen v pfipadech, kdy
v buiikach byl WR 1065 (8). Na stejném modelu
bylo prokazano, Zze WR 1065 redukuje mutace
vzniklé po ozafeni, a to i v pfipadé, Ze byl v bufi-
kach aZ po ozafeni (7).

Vysoké hodnoty aminothiolu WR 1065 chrani
buiiky pfed ionizujicim zafenim, pfi¢emz mnohem
mens$i hodnoty této latky nebo jejiho disulfidu WR
33278 maiji antimutagenni Géinek. WR 1065 neni
dobry substrat pro polyaminové transportni me-

chanismy, a tak vstupuje do buné&k pifedevsim ne-
zprostfedkovanou pasivni difuzi (50).

WR 2721 aplikovany i. p. 30 min pied ozafenim
snizuje nasledny vznik zafenim vyvolanych nadort
u mySi |écenych pro primarni fibrosarkom konce-
tiny s DRF=1,75 (29). Stejna aplikace WR 2721
takeé chrani pied smrti my3i ozafené na nadory a
snizuje pocet a velikost preneoplastickych zmén,
které vznikaji u ozafenych potkant (23).

U my3i kombinovana protekce suboptimalnimi
davkami WR 2721 a aspartatu zinku aplikovanych
10 a 30 min pfed ozarenim vyznamné redukuje za-
fenim vyvolanou karcinogenezi ve srovnani s apli-
kaci samotnych latek (incidence lymfoidniho nadoru
byla 9,1 %, 62,5 %, 50 % a 90 % pro kombino-
vanou lécbu, WR 2721, aspartat zinku a bez lé¢by)
(17).

|. p. aplikace WR 2721 30 min pied ozafenim
nebo aplikaci cyclofosfamidu vyznamné& redukova-
la zafenim nebo cytotoxickou latkou vyvolanou zvy-
Senou tvorbu plicnich metastaz u mysi; DRF=2,5 a
1,8 (49).

In vitro vysledky ukazaly, Ze WR-1065 redukoval
incidenci zafenim vyvolanych mutaci bunék kfecka.
WR 2721 také redukoval frekvenci mutaci bunék
od ozafenych mysi (24, 34). WR 2721 chranil mySi
buriky kostni dfené pifed mutagennim uGéinkem jed-
norazovych davek gama zafeni. Zmény v intervalu
mezi aplikaci WR 2721 a zatatkem ozaiovani maji
maly ucinek na protekci bunék.

CHO AAS8 buiiky byly vystaveny in vitro vlivu 30
nM selenitanu sodného a 4 mM WR 1065 pied
ozafenim davkou 8 Gy a byla zjisténa protekce
pi‘ed vznikem radiaénich mutaci. Naproti tomu nebyl
prokazan radioprotektivni uéinek samotného sele-
nitanu sodného nebo jeho kombinace s WR 1065.
Tyto vysledky svédci o tom, Ze protektivni Gcinek
obou latek ma rozdilny mechanismus a stimulace
glutation peroxidazy selénem je pravdépodobny
mechanismus antimutagenniho ucinku selénu (12).

Hypokalcemické ucinky

WR 2721 u lidi vyvolava hypokalcémii. Stiedni
hodnoty celkového kalcia byly vyznamné snizeny o
18 % po kazdé z 18 i. v. aplikaci WR 2721 v dav-
kach 430-910 mgim2 pied protinadorovou léébou u
16 pacientll s metastazami nebo rekurentnimi na-
dory (20). Ultrafiltrabilni a ionizované kalcium byly
redukovany proporcionaln&. Hodnoty Ca dosahly
nejnizsi hodnoty béhem 2-4 hodin, zistaly snizeny
24 hodin po infuzi WR 2721 a vracely se na normu
b&hem tydne. Navzdory vyznamné hypokalcémii
byly hodnoty sérového imunoreaktivniho parathy-
reoidalniho hormonu (PTH) a magnézia vyznamné
redukovany na 66 a 23 %. Urinarni exkrece cAMP,
ktery reguluje uvolfiovani zasobniho PTH, odrazela
sniZzeni sérové hodnoty PTH (52% redukce) a uri-
narni exkrece Ca byla vyznamné zvy3ena (o 170 %).
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Mechanismus protektivnich uéinka studovany
in vitro

lonizujici zafeni usmrcuje buriky chemickou zmé-
nou DNA vyvolanou jednak ionizaci DNA, jednak
produkci vysoce reaktivnich difuzibilnich volnych
radikalt (zahrnujicich hydroxylové radikaly) gene-
rované ionizaci jinych buné&énych soucasti. Endo-
genni thioly a jejich ionty reaguji s obéma volnymi
radikaly a zafenim vyvolanymi DNA radikaly a mo-
hou zvysit pfeziti bunék, kdyZz k interakci dojde
dfive, neZz dojde k po3kozeni DNA a jeho fixaci
(55).Thioly takeé chrani buriky kompetici s kyslikem,
kdyZ tak brani interakcim kysliku s DNA radikaly,
které mohou vytvafet potencialné po3kozujici hy-
droperoxidy, coz vede k fixaci po$kozeni a zvySeni
rizika bun&cne smrti. Naproti tomu pfidani atomu
kysliku z thiolovych skupin je jeden moZny mecha-
nismus chemické reparace.

WR 2721 patrné pusobi stejnym mechanismem
jako endogenni thioly. TakZe radioprotektivni efekt
je pravdépodobné &astecné zprostfedkovan cestou
odstranéni kysliku a navozenim hypoxie (14), coz
je efekt vyvolany oxidaénimi reakcemi thiold (13).
Inkubace bunék s WR 2721 nebo jeho aktivnim
metabolitem WR 1065 in vitro podporuje hypotézu,
Ze WR 2721 v koneéné fazi sniZuje intracelularni
koncentraci kysliku (13, 67, 81). Zmény v tkanové
konsumpci kysliku a zmé&na bun&tného metabo-
lismu kysliku byly stanoveny na zakladé vysledk( u
19 pacienti (20).

Protektivni ucinek WR 2721 je &asteéné& zavisly
na tenzi kysliku a je maximalni u ¢aste¢né hypo-
xickych bunék (9, 13, 78). Rozdily v tenzi kysliku
riznych organt a télesnych systémi mohou snad
hrat roli v rozdilné radioprotekci vyvolané WR 2721.

WR 2721 také vede k na kysliku nezavislé pro-
tekci, protoZze hypoxie per se nebrani protektivni-
mu G¢inku WR 2721. Tento na kysliku nezavisly
mechanismus zahrnuje vychytavani radikalt a/nebo
reakce s dodanim kysliku (13, 75), coZ bylo dfive
pozorovano s WR 1065 in vitro. Tyto rozdily jsou
spiSe vysvétlenim pro selektivni protekci WR 2721
u zdravych tkani, protoze aktivni metabolit WR
1065 je jedinou formou latky, ktera je absorbovana
buiikami. Defosforylacni aktivita je take u zdravych
tkani rozdilna. WR 2721 je defosforylovan na WR
1065 pfi kyselém pH Zaludku nebo AF (alkalicka
fosfataza) v jinych organech.

Byl studovan in vitro vliiv WR 1065 na kultivo-
vané endotelialni buifiky bovinni aorty po ozafeni
davkou 5 Gy. Bylo prokazano, ze WR 1065 za-
brani vzniku morfologickych zmén. Tento Ucginek je
zprostiedkovan jak expresi adheznich molekul, tak
reorganizaci cytoskeletu (51). Radiaéni poskozeni
normalnich tkani je ¢astecné limitovano poskoze-
nim cévniho endotelu. In vitro byl studovan protek-
tivni ucinek WR 2721 na endotelialni buriky bo-
vinni aorty. Buriky byly exponovany WR 1065 dvé
hodiny pfed ozafenim. Ziskane vysledky svédci o

tom, Ze WR 1065 umoziiuje upravu tkané po oza-
feni vyvolanim replikace endotelialnich bunék, a to
pravdépodobné mechanismem nezavislym na gluta-
thionu (69).

WR 1065 in vitro u ovarialnich bunék ¢éinského
kfecka (CHO) vede k akumulaci bunék v G2 fazi
bunécného cyklu, ktera je vyvolana inhibici aktivity
topoizomerazy Il alfa (54).

K celkovym u¢inkim je nutno pfipomenout i to,
Ze WR 2721 maze redukovat poskozeni krvetvorby
vyvolanim proliferace kmenovych bunék krvetvorby.
Patnactiminutova inkubace s WR 2721 stimulovala
rist nékterych primitivnich progenitorovych bunéc-
nych linii in vitro, rlist se nezvysil prodlouzenim in-
kubace s WR 2721 na 24 hodin (38).

Souhrn

WR 2721 byl plivodné& vyvinut jako radioprotektivni
latka pro vojenské pouziti v armadé USA. U lidi a
zvifat chrani normaini tkané pred radiaénim posko-
zenim. Protekce nadorU je obecné, ve srovnani s
normalnimi tkanémi, mensi. WR 2721 snizuje po-
Skozeni normalnich tkani pfi radioterapii. Redukce
radiaéniho poskozeni se manifestuje snizenim vy-
skytu a zavaznosti infekénich komplikaci a s neu-
tropenii spojenou s hore¢kou a sepsi. Také pocet
dnd, kdy je nutna aplikace antibiotik, a délka hospi-
talizace se po aplikaci WR 2721 zkracuji. Nepfiz-
nivé ucinky spojené s aplikaci WR 2721 jsou hypo-
tenze, nauzea a zvraceni, somnolence a kychani.

U zvifecich modell je WR 2721 selektivné de-
fosforylovan na WR 1065, ktery je absorbovan buii-
kami normalnich tkani. Aplikace WR 2721 chrani
pfed €asnym i pozdnim radiaénim poskozenim.
Protekce normalnich tkani byla nejvétsi, kdyz byl
WR 2721 aplikovan 30 az 60 min pfed ozafenim.
Uroveii ochrany je riizna u rGznych tkani a u mno-
ha tkani je snizena pfi nizkych davkach ozareni
nebo frakcionovaném ozafeni. Po aplikaci WR 2721
dochazi ke sniZzeni mortality po celotélovém ozareni.

Ve srovnani s aplikaci jen WR 2721 je radiopro-
tekce zvySena, kdyz je WR 2721 aplikovan s jinymi
latkami, véetné& rekombinantniho G-CSF. U pokus-
nych zvifat WR 2721 také redukuje incidenci post-
radiacni karcinogeneze nebo mutageneze.

WR 2721 aplikovany p. 0. nema radioprotektivni
ucinek. Po i. v. aplikaci jednorazové nebo v 15minu-
tové infuzi je rychle (s polo¢asem asi 0,9 min) vy-
chytavan z plazmy. WR 2721 se nevaze na proteiny
a u lidi i pokusnych zvifat se rozdéluje v riznych
tkanich heterogenné.

In vitro analyzy ukazaly, Ze WR 2721 je rychle
metabolizovan alkalickou fosfatazou na aktivni me-
tabolit WR 1065 a neorganické fosfaty. Vysledkem
metabolismu WR 2721 je skutecnost, Zze jen mala
&ast (celkové asi 6 %) je vylougena ledvinami jako
nezménéna latka nebo jeji metabolity.
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