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RNDr. Jifina VAVROVA, CSc.
Vojenski l€kaiskd akademie JEP, Hradec Krilové
(rektor: plk. prof. MUDr. Josef Fusek, DrSc.)

Uvod

Pro pieZiti organismu ozifeného stfedn® letdlnimi
ddvkami zdienf je kritick4 rychlost obnovy hematopoézy
poskozené zifenim.

Z literatury je zndmo (Ainsworth a Chase, 1959), Ze litky
stimulujici monocyto-makrofdgovy systém maji radiopro-
tektivn{ efekt. Endotoxin gramnegativnich baktérii byl
identifikovén jako lipopolysacharid (LPS). Uk4zalo se, Ze
LPS je nejen i¢inny stimul4tor monocyto-makrofdgového
systému, ale také vysoce i¢inny polyklonalni aktivitor B-
lymfocytl. Radioprotektivni efekt endotoxinu byl popsén
JiZ v roce 1953 Meffordem a spolupracovniky.

Aplikace LPS vede v organismu k indukci ¥ady cyto-
kind, z nichZ jako nejdileZit&j3{ se z radiobiologického
hlediska ukazuji interleukin- 1 (IL-1), tumor nekro-
tizujici faktor (TNF) a interleukin-6 (IL-6). Cytokiny jsou
bun&né produkty zprostfedkovavajici mezibun&né komu-
nikace, majici nistové stimula¢ni nebo diferenciani pliso-
beni. Jedno z moZnych rozd&lenf cytokind je znizom&no
v tabulce 1.

Tabulka 1

~

4 ROZDELENI CYTOKINU

Cytokiny ovliviiujici vice systému
IL-1 1IL-6 TNF
ovliviiujt nejen systém imunitnt, ale i jiné systémy,
pravdépodobné ve v§ech tkdnich jsou pro né
receptory, pttklad primitivntho mechanismu
komunikace fagocytl s ostatnimi
orgdnovymi systémy

Cytokiny regulujici hematopoézu
hematopoetické faktory
kolonie stimulujict faktory
IL-3 GM-CSF G-CSF M-CSF
ERYTROPOETIN IL-5
Jaktory, pomoct kterych jsou kmenové buriky
krvetvorby stimulovdny k dal§tmu délent a ziskdvaj(
specifické diferenciacnt stimuly, které pFipravuj{
burtku k prijetf dalSich faktord pisobicich
na jej{ koneénou diferenciaci

Rustové faktory pro lymfocyty
IL-2 IL-4 THYMOVE HORMONY
reguldtory vyvoje a ¢innosti bunék imunitniho

k systému, predevsim lymfocyti )

Odpovédi organismu na bakteridlni podné&t, pfipadn& apli-
kaci imunomodulaénich litek, je zvy¥eni endogenni tvorby
piedevsim IL-1 a IL-6. Vysledkem kombinované aktivity
téchto faktorl je stimulace fady systémi (obr. 1, Van Snick
1990):
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Von Snick,J.  Ann.Rev.immunol, 8,1990,s. 253 - 278.

Obr. 1

a) je zvySena sebeobnova pluripotentni kmenové buiiky
krvetvorby v kostni dieni

b) dochézi ke stimulaci tvorby T a B-lymfocyth

c) je iniciovéna tvorba proteind akutni fize v jitrech

d) je iniciovana tvorba ACTH .

Zd4 se, Ze mohutny stimula&ni i¢inek této dvojice cytokind
piedurtuje tyto cytokiny a modulétory zvySujici jejich hladinu
v organismu jako l4tky majici protektivni & terapeuticky efekt
uozifeného organismu, kde je ionizujicim z4fenim poskozena
piedeviim kmenov4 buitka krvetvorby (KBK), jejiZ urychlena

obnova je pro ozdfeny organismus prioritni, a také poskozeni
imunologické reaktivity v disledku ozifeni neni zanedbatelné.

Interleukin-1

IL-1 je polypeptid patiici do skupiny polypeptidickych
medidtord oznaovanych jako cytokiny. Létka s podobny-
mi vlastnostmi, schopni vyvolat v organismu hore¢ku,
byla popsdnajiZ vroce 1940 (Atkins, 1960). IL-1 byl ozna-
¢ovén také jako lymfocyty aktivujici faktor, aktivétor T-
-lymfocytd produkovany makrofigy. Jeho pisobeni
v organismu je tak mnohotvarné, Ze jsou mu pfipisoviny
vlastnosti hormonu a vyvoldva Siroké spektrum systé-
movych zm&n v neurologickém, metabolickém a endo-
krinnim systému. Jedni se o komplex litek se znatnou
heterogenitou (M = 13-19 kDa). Rekombinantni techni-
kou byly pfipraveny dva : IL-1¢ s izoelektrickym bodem
5alL-1f s pI 7. V obou typech je pouze 26 % shodnych
aminokyselin. IL-1 je syntetizovan fadou riizngch bungk,
vedle makrofagt, B-lymfocyti také astrocyty a buitkami
glioblastomu. Jako hlavni zdroj viak zistdvaji monocyty
a makrofégy, protoZe jsou oproti jinym buitkdm schopné
syntetizovat velké mnoZstvi IL-1. IL-1 m4 také schopnost
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iniciovat syntézu prostaglandind. Pfi in vitro efektu na
izolovanych hepatocytech byla po inkubaci s IL-1 zji¥t¥na
stimulace tvorby metallothioneinu - proteinu s vysokym
obsahem aminokyselin s SH skupinami (Perlmutter
a spol., 1986).

Z hlediska efektu IL-1 na centrdlni nervovy systém je
moZné IL-1 charakterizovat jako litku vyvoldvajici
hore¢ku, ospalost, zvySujici hladinu ACTH a sniZujici
chuf k jidlu. Dinarello (1988) se domnivi, Ze anorexie je
zpiisobena spife metabolickymi pochody v jitrech, ke
kterym po aplikaci IL-1 dochézi, neZ utlumenim chufo-
vych center v mozku. IL-1 potencuje katabolické efekty
TNF (tumor nekrotizujiciho faktoru).

Z hematologického hlediska je vyznamny stimula&ni
efekt [L-1 na pluripotentni kmenovou buiiku krvetvorby.
Z imunologického hlediska je pak vyznamné jeho pliso-
beni na produkci IL-2 a aktivaci T-ly. IL-1 plisobi v orga-
nismu také jako induktor dalsich cytokini podporujicich
proliferaci a diferenciaci hematopoetickych progenitord.
Jednim z aspektd moduladniho efektu IL-1 je jeho
schopnost regulace vlastnich receptori, které mohou mit
ochrannou ilohu pii nékterych letdlnich poskozenich
vyvolanych napt. ionizujicim zdfenim nebo infekci,

Uloha IL-1a TNF v prirozené radiosenzitivité
organismu

Neta a spol. (1991) dokézali, Ze jsou-li mySim pied
ozéfenim podény protilatky (IL-1R) proti receptoriim pro
IL-1 a TNF protildtky, sniZujc se pfeZivini ozédfenych
CD2F1 mysi. Z toho vyplyva, Ze ptirozené hladiny IL-1
a TNF pfispivaji k pfirozené radiorezistenci norméalnich
mySi (obr. 2).
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Obr.2

Radioprotektivni efekt IL-1 je blokovén nejen proti-
litkami proti IL-1, ale také anti TNF protildtkami.
Podobng také efekt TNF je blokovén anti IL-1 proti-

latkami. Z hlediska radioprotekce se tedy ukazuje urdity
kooperaéni efekt t&chto dvou cytokind.

Zajimavy je také efekt protildtek proti IL-1 a TNF
v piipad€ aplikace LPS pied ozafenim. Protildtky nejenZe
rusi radioprotektivni efekt vyvolany normaln& aplikaci
LPS, ale maji radiosenzibilizujici efekt. MoZnym
vysvétlenim zvySené citlivosti my3i k ozéfeni je indukce
tvorby transformujiciho ristového faktoru (TGF-beta)
vyvoland aplikaci LPS. Samotné podini TGF-beta pied
ozéfenim md u my3i radiosenzibilizujici efekt (Neta
a spol,, 1991). Jansen a spol. (1991) prokizali inhibici
tvorby GM-CFC i CFU-S v piipad® podéni TGF-beta pied
aplikaci 5-fluorouracilu.

Radioprotektivni efekt IL-1

V tabulce 2 je srovnan radioprotektivni efekt IL- 1, TNF,
IL-3 a kolonie stimulujictho faktoru (CSF ) u my#i. Jako
nejvyznamnéji radioprotektor se ukazuje IL-1 (Neta
a spol., 1986). Optim4lni radioprotekce s IL-1 bylo dosa-
Zeno pii podéni 20 h pied ozafenim. Radioprotekce je
z4visla také na aplikované ddvce IL-1.V piipad& oz4feni
ddvkou LD 100/30 pii aplikaci 100 ng IL-1 pie%iva 40 %
my3i a pfi zvy3eni ddvky na 300-500 ng pieZiva 75, resp.
83 % my3i (Neta a spol., 1988). Dévku redukujici faktor
(DREF) byl pro aplikaci IL-1 (300 ng, 20 h pfed oz4fenim)
stanoven 1,25. TNF m4 také radioprotektivni efekt, je viak
tfeba pouZit vy38i davky faktoru (5-10 pg) a radiopro-
tektivni efekt je mensi, DRF = 1,15 (Neta, 1988).

Tabulka 2
; I
( RADIOPROTEKTIVNI EFEKT

IL-1
mySsi, maximum 20 h pied ozéfenim
Jjednorazova aplikace
davka cytokinu 100-300 ng
DRF - 1,15 - 1,25
ddavku redukujicf faktor

TNF
mysi, maximum 20 h pied oz4ienim
Jjednorazova aplikace
davka cytokinu 5 000 - 10 000 ng
DRF-1,1-1,15
ddvku redukujict faktor

IL-3 a CSF
" nevyznamny radioprotektivni efekt
terapeuticky efekt pouze p¥i opakované aplikaci

L J

Mechanismy radioprotektivniho G¢inku IL-1

Z literatury (Neta a Oppenheim, 1988) i vlastnich
experimentil (Vavrova a spol., 1992) je zndmo, %e IL-1
i imunomodulétory zvy3ujici hladinu IL-1 v organismu
maji nejvEtsi efekt pii aplikaci 20-24 h pied oz4fenfm.
Efekt se zmen3uje pii aplikaci IL-1 4 h pied oz4fenim,
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je viak patrny i pfi aplikaci do 3 h po ozifen{. Radiopro-
tektivni efekt IL-1 je vysvétlovan:

1. Indukcf proteind akutni fize

VEt5{ efekt imunomoduldtord zvySujicich hladinu IL-1
i samotného IL-1 podaného pfed ozéfenim (oproti podan{
po ozéfeni) miZe byt zpdsoben indukci tvorby proteind
akutni fize v jitrech (metallothionein, ceruloplasmin),
které jakoendogenni SH-14tky majiradioprotektivni efekt.
Zvy¥en4 tvorba metallothioneinu (MT) v jitrech my3{ po
aplikaci LPS je popsdna Liem a spol. (1991). Autofi sledo-
vali vedle d¢inku LPS i efekt podén{ IL-1, IL-6 a TNF na
indukci tvorby MT v jitrech 24 h po pod4ni modul4tord.
Sledovali odpové&d u dvou linif my$i: a) C3Heb/FeJ - mysi
produkujici po aplikaci LPS normaln{ mnoZstvi cytokind

b) C3H/HeJ - mySi produkujici po aplikaci LPS sniZené
mnoZstvi cytokind. Ukézalo se, Ze mySi s niZ¥i produkci
cytokind tvoff i men¥f mnoZstvi MT po aplikaci LPS neZ
mySi s normdlni produkci cytokind. Po aplikaci
samotnych cytokind (IL-1, IL-6 a TNF) bylo pozorovédno
stejné zvySeni produkce MT u obou linif my$i. Vysledky
podporujf pfedstavu, Ze tvorba MT je zprostfedkovéna
zvySenou hladinou cytokind v organismu.

2. Indukci dal%ich cytokind

B&hem posledniho desetileti byla nalezena fada protei-
nil, které podporuji proliferaci a diferenciaci hemato-
poetickych bunék. Mnoho aktivit IL-1 je zprostfedkov4no
indukcf jinych cytokind, jako je IL-2, IL-6, TNF a interfe-
ron-gama a kolonie stimulujici faktory. N&které z téchto
latek maji také radioprotektivni efekt. Po aplikaci LPS
vznikd velké mnoZstvi GM-CSF a interferonu-gama
(Metcalf, 1971; Neta a Salvin, 1981). Po aplikaci IL-1 alfa
stoupd mnoZstvi GM-CSF v séru (Vogel a spol., 1987).
Vzestup byl vSak maximélni za 3 a 6 h po aplikaci.
MnoZstvi interferonu se po aplikaci IL-1 nezvySovalo
(Neta a spol., 1986). Pfimé jednordzové podini GM-CSF
nemélo radioprotektivni efekt na preZiti my$i ozédfenych
ddvkou LD 100/30 (Neta a spol., 1986). V pokusech in
vitro bylo dok4zano, Ze pfidinf IL-1 do kultury kostni
dfen¢ stimuluje tvorbu GM-CFC v této kultufe. Uk4zalo
se, Ze tento efekt je nepfimy, zprostfedkovany mono-
nukledrnimi fagocyty pfitomnymi v kultufe. PH jejich
odstranéni z kultury stimuladni efekt IL-1 nebyl pozo-
rovin (Fibbe a spol., 1986). Je tedy dokazéno, Ze IL-1
podporuje vyskyt kolonie stimulujicich faktord a IL-6
v-cirkulaci a stimuluje produkci viech t&chto faktord in
vitro kultivovanymi fibroblasty, endotelovymi buiikami
a makrofdgy (Vogel a spol., 1987). Samotné faktoryG-CSF,
GM-CSF i IL-6 nemajf radioprotektivni efekt, ale piisobi
synergicky, jsou-li podény se suboptim4lnim mnoZstvim IL-1
(Neta a spol., 1988).

Radioprotektivni ddvka IL-1 indukuje oba cirkulujici
faktory, CSF i IL-6. Pod4ni protilétek proti receptoriim pro
IL-1 ru3i radioprotektivni efekt IL-1 a také redukuje z 96
procent indukci IL-6 vyvolanou IL-1. V kontrastu s témi-
to vysledky dochizi pouze k mimé redukci CSF aktivity
v cirkulaci (obr, 3). Z toho vyplyv4, Ze samotny CSF
nemiZe byt dostate¢ny pro radioprotekci (Neta a spol.,
1990). Také experimenty in vitro pfikultivaci bunék kostni
dfen& ukézaly, Ze buiiky stromatu po stimulaci IL-1 synte-
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Obr.3

tizuji zvySené mnoZstvi CSF a IL-6, po pfidén{ protil4tek
35F5 je v supernatantu blokovana tvorba IL-6 i CSF.
Vedle IL-1 se po stimulaci LPS tvofi TNF. IL-1 a TNF
maji rozdilnou strukturu a na buiikdch aktivuji riizné
receptory. Radu biologickch efekt viak maji podobnou.
Také TNF mé radioprotektivni efekt, ale je podstatné méng
efektivni. Vzhledem k tomu, Ze pfi spoledném pod4n{ opti-
mélnich divek obou faktorli je vysledkem aditivni
radioprotektivni efekt, je moZné se domnivat, Ze radiopro-
tektivii efekt obou litek je zprostfedkovén rliznou cestou.

3. Urychlenim diferenciace a proliferace hematopo-
etickych progenitorf

Aplikace IL-1 20 h pfed ozdfenim vedla k rychlejsi
obnové pottu jaédrovych bun€k v kostni dfeni ve srovnan{
s nechrdn&nymi zvifaty. Po¢et CFU-S a GM-CFC v kostni{
dfeni byl u chran&né skupiny v&tsi neZ u nechran&né. Také
potet endogennich kolonif na slezinich ozifenych my3{
byl po aplikaci IL-1 vy33i.

Z price Nety a spol. (1987) vyplyv4, Ze po aplikaci IL-1
neozifenym my3im se zvySuje pofetbunék kostni dfené vstu-
pujicich do bun&&ného cyklu. Déle se zvySuje kapacitabunék
kostni dfené z my3i 1é¢enych IL-1 proliferovat po nisledné
stimulaci kolonie stimulujicim faktorem (GM-CSF).
V experimentech s hydroxyureou (selektivng zabfjejici
butiky v S-fazi bun&¢ného cyklu) se ukdzalo, Ze u skupiny,
které byl aplikovdn IL-1, je vice bun&k v kostni dfeni
pfitomno v relativné radiorezistentni S-fizi bun&fného
cyklu, coZ miiZe pfispivat k radioprotektivnimu efektu IL-1
(Neta a spol., 1987).

Terapeuticky efekt IL-1

Neta a Oppenheim (1988) popsali zvySené pieZivini
my3i ozéienych ddvkou LD 95/30 v piipad® jednordzové
i. p. aplikace IL-1 v ddvkach 100-500 ng 1-3 h po ozéfeni.
Terapeuticky efekt jednordzové aplikace IL-1 nebyl
prokéizén v piipadé ddvek oziteni vy§Sich ne% LD 95/30,
coz sv€dli o nutnosti piftomnosti alespoii malého
mnoZstvi progenitorovych bun&k v kostni difeni jako cile
pro piisobeni IL-1.
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Opakovand aplikace IL-1 v ddvkich 50-200 ng 2kr4t
denné my5im po ozdfeni ddvkou750cGyvedla5.al1l.den
k vzestupu poftu GM-CFC v kostni dfeni a vzestupu
poctu granulocyth v periferni krvi 15. a 20. den po ozéfeni.
Na rozdil od urychlené obnovy pottu GM-CFC v kostni
dfeni a po¢tu granulocytl v periferni krvi dlouhodobou
terapif IL-1 byla regenerace imunitniho systému vyrazn&
zpomalena oproti neléZenym ozdfenym my$im (Morrissey
a spol., 1988). Dlouhodob4 terapie ozdfenych my3i IL-1
vedla k chronické hypoplazii thymu. Také ve sleziné byla
patrna pletrvdvajici lymfocytopenie a sniZeni schopnosti
lymfocytd ve slezin€ reagovat na stimulaci mitogeny
(Morrissey a spol., 1988).

Gasparetto a spol. (1989) popsali, Ze u prim4td p&tidenni
terapie s IL-1 vedla ke zkriceni obdobi neutropenie vyvo-
lané po aplikaci 5-fluorouracilu. Monroy a spol. (1992)
aplikovali IL-1 prim4tdm po ozdfeni a autologni
transplantaci bunék kostn{ den&. P&tidenn{ terapie IL-1
v ddvce 1 pg/kg/den se ukizala jako optimalni pro zkri-
ceni obdobi neutropenie, vznikajici po ozifeni pouze na
n€kolik dni. Tato terapie IL-1 vedla také ke stimulaci
produkce trombocytd u normmélnich i ozifenych
a transplantovanych opic. Dlouhodobé podéni IL-1 vede
k produkci TNF, ktery pak inhibuje myelopoézu. Ze studii
Gasparetta a spol. (1989) vyplyv4, Ze terapie IL-1 musi byt
krat¥i nez 7 dni. Monroy a spol. (1992) nepozorovali
u opic po pétidenni terapii IL-1 (1pg/kg/den) toxické
projevy.

Moinosti vyuZiti 6¢by IL-1

Neutropenie je doprovodny, ddvku cytostatik limitujici
vedle;j8f efekt cytotoxické chemoterapie. Neutrofilni granu-
locyty maji rozhodujici vliv v mechanismu antibakterialni
obrany. Pii poklesu podtu neutrofiléi pod 0,1x 109/ frekvence
Zivot ohroZujicich infekci je 28 %. V klinické studii bylo
u pacient podrobujicich se cytostatické terapii pro maligni
onemocnéni (nemyeloidni povahy) popsin lé&ebny efekt
opakované aplikace G-CSF (Neupogen firmy Hoffmann-La
Roche). Stoupal pocet neutrofili v periferni krvi a vyznamng
se snizoval vyskyt zivaZnych infekénich komplikaci
(Crawford a spol., 1990).

Lé&ba s IL-1 miZe mit nékteré potencidlni vyhody oproti
G-CSF. Zatimco G-CSF je nutné poddvat dlouhodob¥,
1é¢ba IL-1 je krdtkodobd a ve velmi nizkych ddvkach, Dalsi
vyhodou by mohla byt indukce lokalni produkce G-CSF
a GM-CSF piimo v mikroprostiedi kostni diené.

lizumi a spol. (1991) aplikovali rekombinantni IL-1
pacientiim s urologickymi karcinomy lé¢enymi vysokymi
davkami cytostastickych latek. IL-1 aplikovali pouze
1krdt, piip. 2krét, a u deviti (z deseti) pacientd jiZ druhy
den doglo k vyznamnému vzestupu neutrofilnich granu-
locytil, u 50 % nemocnych dolo dal3i{ den k poklesu podtu
granulocytd. V prvni f4zi Slo pfedeviim o zmé&ny v distri-
buci bunék. Na zdkladé dalitho pozorovéni lze konsta-
tovat, Ze obdobi neutropenie bylo vyrazn&€ zkriceno
u pacientil 1é¢enych IL-1.

Christopher a spol. (1992) popsali vysledky klinické
studie, kde byl IL-1a v ddvkich 0,03 a 0,1 pg/kg apli-
kovén v 1é¢b€ pacienti s aplastickou anémii, kteii neodpo-

vidali na imunosupresfvn{ terapie a nebylo u nich moZno
vyuZit transplantace kostni dien&. IL-1 byl poddvén intra-
venézné ve dvou pétidennich cyklech. Nebyly pozorovény
vyznamné zm&ny v po¢tu krevnich elementd v disledku
terapie IL-1. U dvou ze &yt pacientd do$lo k vzestupu
GM-CFC v kostn{ dfeni.

Zavér

Experimentdlni studie dokdzaly, e IL-1 a imuno-
modulétory bakteridlntho pivodu zvy¥ujici jeho hladinu
v organismu podporuji hematopoézu u normélnich zvitat
i u zvifat po ozdieni, piipadné aplikaci cytostatickych litek.
IL-1 indukuje v organismu tvorbu fady hematopoetickych
ristovych faktorlh (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3 a IL-6),
coZ plispivd k urychleni ristu a diferenciace hema-
topoetickych progenitorovych bunik. Vysledky t&chto studif
davaji piedpoklad moZného vyuZiti IL-1 a moduldtord
zvySujicich jeho hladinu v organismu v 1&b€ diefiovych
ttlumd.

Je tfeba konstatovat, Ze optimaln{ schéma pod4van{ IL-1
nebylo zatim stanoveno a dal3f klinické studie k ov&feni
efektu IL-1, pifpadné kombinace IL-1 a dalsich hema-
topoetickych riistovych faktord, jsou nutné.

Souhrn

Proliferace a diferenciace bun€k hematopoetického systé-
mu zévisi piimo na rlistovych a diferencia¢nich faktorech,
které produkuje vlastni organismus. Tvorba IL-1 miZe byt
stimulovéna imunomodulétory (napt’. prodigiozan, broncho-
-vaxom nebo glukany). Aplikace t&chto modul4tori,
piipadn¢ samotného IL-1, mi radioprotektivni efekt,
nejvyznamn&S{ pfi aplikaci 20-24 hodin pfed oz4tenim.
Efekt se zmen3f, je-li doba aplikace pied ozitenfm zkrécena
na 4 hodiny. Mechanismus radioprotektivniho efektu IL-1 je
vysvétlovan:

1) Iniciaci tvorby proteinti akutni fize v jétrech
(metallothionein, ceruloplasmin) obsahujicich vysoké
procento aminokyselin s SH skupinami, které plsobi jako
endogenni radioprotektivni ltky.

2) Iniciaci rychlej§i sebeobnovy kmenové buiiky
krvetvorby (KBK) v kostni difeni vyznamné poSkozené
zdfenim.

3) Indukci dal$ich cytokind, pfedeviim kolonie stimu-
lujicich faktorli (GM-CSF), které iniciuji diferenciaci
KBK smérem na prekurzory pro granulocyty a makrofagy
(GM-CFC), dileZité pro kontrolu infekce jako primarni
pfiCiny smrti pfi diefiovém syndromu nemoci z ozéieni.

IL-1 a imunomodulétory zvy3ujici jeho hladinu v orga-
nismu maji také terapeuticky efekt, jsou-li aplikovany do
3 hodin po ozafeni didvkami kolem LD 50/30. Tera-
peuticky efekt je vysvétlovan pfedevsim rychlej§i obno-
vou a diferenciacf KBK v kostni dfeni (body 2 a 3).
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