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VYLUCOVANI PASIVNICH PROTILATEK Z ORGANISMU OZARENYCH ZVIRAT

Ivo KUNSTYR

Veterinarni vyzkumné stredisko v Praze

Daleko nejvétsi pozornost byla aZz dosud vé-
novana otazkam vlivu zafeni na imunogenezi.
Méné pozornosti se soustifedilo kolem otdzek
pasivni imunity. Hollingsworth (1950) studoval
destrukci pasivné podanych protildtek u mensi
skupiny kralikd. Zjistil, Ze ozédreni paprsky X
v davce 300 r neovlivni rychlost jejich vylu-
¢ovani pri podani 24 hodin po expozici. Ve vy-
lucovani protilatek jsou znatné mezidruhové
rozdily (Dixon 1952, podle Talmage 1955). Do-
ba, za kterou se snizi titr protilatek na polo-
vinu, je u Clovéka odhadovdna na 14 az 21 dni,
u mySi na 1 az 2 dny. Pramérnd doba nutna
k restituci po stfedné letdlnich davkach je
pritom cdhadovana u ¢lovéka na 63 dnt, zatim-
co u mysi na 30 dnt (Talmage 1955). Benacer-
raf (1960) sledoval vliv pasivni imunizace na
fagocytarni aktivitu retikuloendotelidlniho sy-
stému u ozédrenych zvirat. Doklada, Ze tato
- aktivita mlze byt pasivni imunizaci zvySena.
Aleksejevova (1958) nezjistila zmény ve vy-
vinu zénétlivé reakce u ozarenych a pasivné
imunizovanych morcat, jimZz aplikovala difte-
rické baktérie nebo diftericky toxin, oproti ne-
ozafenym. Petrov (1957) dospivd na zdkladé
experimentd s pasivni antitoxickou protiteta-
novou imunitou u ozdrenych mysi k nazoru, Ze
lécebny ucinek séra je u ozéfenych jedincl
snizen. Rovnéz Klemparskaja a spol. (1958)
soudi, Ze pfi pouziti pasivni imunizace je nutno
pocitat se snizenim jejiho ochranného efektu.
Toto sniZeni je moZno do zna¢né miry kom-
penzovat zvySenim davky séra. Vysvétleni vidi
ve zménich reaktivnosti organismu, potlaéeni
pfirozené imunity a zvySeni poctu zarodk.
Pritom se domnivaji, Zze doba cirkulace proti-
latky v krvi a rychlost vylucovéni se vyrazné
neméni. :

Zavérem kapitoly o pasivni imunité konsta-
tuji, Ze stav pasivni imunity pri nemoci z oza-
Feni neni dostate¢né probadan a vyzaduje dal-
51 studie. &

Cilem naSi prace bylo zjistit, zda se sku-
tecné doba vylouceni pasivné podanych proti-
latek a imunnich globulind u ozdfenych v pod-
staté nemeéni, jak uvadéji citovani autori. Kro-
mé toho jsme sledovali dobu, kdy se protilatka
po intraperitonedlnim podani objevi v krevnim
séru a zda si po urcité dobé cirkulace v ozate-
ném organismu podrzuje v sérologickych reak-
cich in vitro svaj specificky Géin.

Material a metodiky

Zvirata. Do pokusl bylo vzato celkem 32
morcat (vahy 350—400 g), 12 pst (ve vaze ko-
lem 20 kg) a 17 prasat (ve vaze 25—30 kg).
tvoricich vZzdy dvé skupiny. Prvni skupina byla
ozafena a druha, neozarena, slouzila za kon-
trolu.

Zdroj zareni. Ve vSech pripadech byla zvi-
Fata ozarovdna ze stabilniho zdroje 60Co tak,
aby G¢inna davka byla kolem LD 50/30. Davka
byla stanovena na podkladé predbézného bio-
logického otestovéni zdroje v ptfedpokusech a
kontrolovana hematologicky. Podle dodatecné
dozimetrické kontroly se pro morcata pohybo-
vala kolem 300 r, pro psy byla 600 r a pro pra-
sata 510 r.

Pasivné podané protilatky. Jako protilatka
bylo morcatim podédno intraperitonedlné re-
konvalescentni psi sérum po prodélané Rubar-
thové hepatitidé v mnozstvi 2 ml. Sérum vyka-
zovalo pred poddnim titr komplementfixacnich
protildtek 160—320. Pstm byl intraven6zné
poddn konisky gamaglobulin jako modelovy
nosi¢ protilatek v mnozstvi 0,5 ml 2,5% roz-
toku na 1 kg. Vepfam bylo injikovano do re-
troaurikuldarniho vaziva homologni hyperimun-
ni proti¢ervenkové sérum v mnozstvi 35 ml
na kus. Ve vSech pripadech néasledovalo podani
séra obsahujiciho protilatky, resp. gamaglobu-
linu ihned po ozareni.
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Zptisoby jejich detekce. Gamaglobulinova
frakce psiho séra byla prokazovadna ve smés-
nych vzorcich moréeci krve pomoci antigama-
globulinového krali¢iho séra metodou dvojité
precipitace v agaru podle Ouchterlonyho (Sou-
rek 1958). Kromé toho byly vlastni protilatky
proti viru hepatitidy pst pozoroviny v tychz
vzorcich krve pomoci vironeutraliza¢niho tes-
tu na tkanovych kulturdch z ledvinnych bu-
nék psa. Vironeutralizaéni test byl pouZivan
jako barevny test (color-test), to znamena, Ze
epitelidlni bunky tkanové kultury byly infi-
kovany jiz pfi jejim zakladani. Aplikované sé-
rum neutralizovalo 1000 TK ID-50 viru v fedé-
ni 1:142. V color-testu bylo uzito 2. subkultury
epitelidlnich bunék psi ledviny a 1000 ID-50 viru
(II1. pasaz na TK). VySetfované sérum bylo in-
aktivovéano a fedéno 1 :10 k vylouceni nespeci-
fické inhibice viru normdalnim mor¢ecim sé-
rem. Pouzity kmen viru Rubarthovy hepatitidy
byl izolovan Cupikem v roce 1957 a adaptovéan
na TK.

Kofisky gamaglobulin podany psim byl v je-
jich séru prokazovan testem spotfeby komple-
mentu (Chudomel a spol. 1959). Tato metoda
umoziiuje detekovat velmi mald kvanta anti-
genu, v daném ptipadé gamaglobulinu, na prin-
cipu vazby pfidaného, pfesné znamého kvanta
komplementu na precipitujici komplex anti-
gen - protildtka. Vysledek se hodnoti podle
mnoZzstvi volného nevyvazaného komplementu,
ktery nebyl v priibéhu reakce vychytan mikro-
skopickym precipitatem. Jeho mnoZstvi vyjad-
fujeme &tyrkiizkovou stupnici, pficemz rozdil
o dvé zkumavky (1 MHD kompl.) mezi Gplnou
hemolyzou v pokusné a kontrolni fadé zkuma-
vek hodnotime +, rozdil o tfi zkumavky + +,
o 4 zkumavky +++ a o 5 zkumavek ++-++.

U vepta bylo homologni hyperimunni sérum
prokazovano rovnéz in vitro jako baktérie
aglutinujici a imobilizujici protilatky pomoci
tzv. rastové zkouSky (Wachstumsprobe, ESCA
test), popsané ptivodné Wellmannem (1955) a
modifikované Hubrigem (1960) a Kucserou
(1961). Pouzili jsme Kuscerovy metody s mensi
modifikaci: Do fady zkumavek s Fedénim séra
(sérum + bujoén) se prida kapka bujonové kul-
tury testovaciho kmene Erysipelothrix insidio-
sa. PomnoZeni pripadné kontaminujici mikro-
flory brani azid sodny pridany do koncentrace
1:2000 a krystalviolet v koncentraci 1 : 400 000
v fedidle, tj. v bujonu. Nejsou-li pfitomny spe-
cifické protilatky, pomnoZené mikroby vytvori
po 24hodinové inkubaci difdzni zakal. V pri-
tomnosti specifickych protilatek vytvofri imo-
bilizovana a zaglutinovand mikrobni té€la vloc-
kovity sediment, nad nimZ zistava bujon &iry.

Protoze jak negativni, tak pozitivni zkou-
Sené sérum podporovalo do jisté miry ruast
testovaciho mikroba, pokusili jsme se alespon
Castecné vyrovnat kvantum namnozZenych mi-
krobG v ruznych zkumavkach a zvySit spo-
lehlivost odecitani tim, ze jsme do kazdé zku-
mavky, vcetné kontrolni, pfidavali po kapce
teleciho inaktivovaného séra. Tim jsme docilili,
Ze mikroby rostly i ve vyS$Sich redénich rady
zkumavek.

Originalni testovaci kmen, oznaleny ,Ma-
rienfelde“, nam laskavé poskytl prof. Well-
mann.

Vzorky krve byly odebirany technikou po-
psanou u nas Hajdda (1957) v intervalech: ¢tvr-
ty, sedmy, ¢trnacty, jedenadvacaty a osmadva-
caty den.

Graf 1. Destrukce cizorodé bilkoviny v organismu neozdiengch a ozdfenjch moréat
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Graf 2. Titr vironeutralizaénich protildtek v séru moréat ozdrengch a neozdienigch v zdvislosti na éase (color-test)
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osa y = titr protilatky; vyjddfeno v procentech

nejvy3siho zjistdného titru (=100 %)

= — morcéata neozaiena
g = == wm — morcfata ozarena

Vysledky

Za 18 hodin bylo podané psi sérum proka-
zovano jako gamaglobulinova frakce v mor-
Cecim séru jak ozafenych, tak neozarenych
v titru vy$8im nez 1:32. Sedmy den zac¢ina po-
kles titru pod 1:32 soucasné u obou skupin.
V nasledujicich dnech se vylucovani u ozéarené
skupiny zretelné zpozd'uje proti skupiné kon-
trolni. Pokus je zndzornén na grafu 1.

Na tychz morcatech byla dal$i metodikou —
vironeutralizacnim testem prokazovana vlastni
ucinna frakce psiho séra — neutralizaéni proti-

Graf 3. Hladina koriského gamaglobulinu v séru psi
ozdfengch a neozdfengch v zdvislosti na dase
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latka proti viru hepatitidy. Vysledek je znazor-
nén na grafu 2, kde 100 % znamena, Ze virus
v davce 1000 TK ID-50 byl neutralizovdn ve
vSech 6 zkumavkach a obdobné 50 % v poloviné
zalozenych zkumavek, tj. ve tfech.

Z prubéhu krivek na grafu 1 a 2 vyplyva,
Zze jak gamaglobulinova frakce psiho séra, tak
vironeutralizacni protilatky klesly z detekova-
ného maxima na 50 % v séru neozafenych mor-

Graf 4. Hladina protildtek inhibujicich rist Erysipelo-
thrix insidiosa v krevnim séru ozdrengch a neozdrenich
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cat priblizné ve stejnou dobu, mezi 8. a 9.
dnem. Ozatrend morcata vyloucdila gamaglobuli-
novou frakci na 50 % ptvodni hladiny ponékud
pozdé&ji, mezi 9. a 10. dnem (graf 1). Vironeu-
tralizaéni protilatky klesly v séru ozarenych
morcat na 50 % pavodni hladiny mezi 10. a 11.
dnem. Termindlni ¢asti obou kiivek na graful
vykazuji jiz rozdil nékolika dni. Tento rozdil
znazornuje zietelné opozdéné vylucovani ga-
maglobulinu ze séra ozéarenych morcat.

Jak je vidét z grafu 3, 1iSi se hladina hetero-
logniho (komiského) gamaglobulinu v séru oza-
fenych psu (pferuSovana ¢éra) proti neozare-
nym (plna Cara) jiz v zacatku svou dynami-
kou: opozduje se a nedosahuje takové vySe jako
u kontrol. Pokles nastdvd z menSiho dosaZe-
ného maxima u ozarenych diive, avSak povlov-
né&ji. Zatimco se organismus neozarenych psi
zbavil pasivné podaného gamaglobulinu za 17
dni, trvalo 24 dni, neZ vymizely z krve ozafre-
nych pst jeho detekovatelné stopy.

Pfehled o vysledcich pokusu na prasatech
podava graf 4.

Zatimco u ozédrenych prasat bylo 28. den po
podani zjisténo jesté 36 % z celkového nejvys-
iho zji§téného titru protilatek, neozarenda pra-
sata podanou protilatku do 28. dne zcela vylou-
¢gila. Strmy pokles k¥ivky neozéafenych mezi 14.
a 21. dnem dava tusit, Ze k Gplnému vylouceni
protilatek doslo pravdépodobné jeSté drive nez
28. den.

Diskuse

Na podani pasivni protilatky je mozZno po-
hlizet do jisté miry jako na antigenni podneét.
V naSem pripadé& jde o primarni antigenni pod-
nét, nebot imunizovana zvifata se s danym anti-
genem, tj. pasivné podanou protilatkou, drive
nesetkala. Organismus se snazi vpravenou, at
jiz heterclogni nebo homologni bilkovinu od-
stranit. Na antigenni podnét odpovida sam
aktivni obranou, zahrnujici tvorbu vlastnich
protilatek na antigen, v daném pFipadé pasiv-
né podanou protildtku. Je zndmo, Ze tvorba
protilatek trva potud, pokud koluje v organis-
mu piisluSny antigen.

K celému procesu vylu¢ovani cizorodého pro-
teinu je nutnd aktivace obrannych procesq,
které vS8ak jsou v naSem ptipadé u ozarenych
organismu potlaceny. (Uvadime , v naSem pfi-
pad&“, nebot za jistych podminek miZe plso-
bit pronikava radiace na tvorbu protilatek pod-
plrné — viz Graham a spol. 1956, Ter-Pogos-
jan 1862, Morozovova 1963).

Ve vSech naSich pokusech jsme se snazili
dodrzet stejny interval mezi ozdfenim a apli-
kaci protilatky: aplikovali jsme protilatku bez-
prostfedné po expozici, respektive do dvou ho-
din po ozéfeni (u prasat). Davka zafeni byla
ve vSech pokusech blizka LD 50/30.

I kdyZz existuji mezidruhové rozdily, které
v naSem pripadé, kdy jsme pouzili tfi rGznych
druht zvirat, hraji nepochybné roli, presto lze
souhrnné konstatovat, Ze antigen zastihl vZdy

organismus pokusného zvitete ve fazi silné de-
prese schopnosti mobilizovat imunitni mecha-
nismy nutné k vylouceni pasivné podanych
imunnich proteint, respektive ve fazi silné ra-
diosenzitivity protildtkové syntézy (Gengozian
a Makinodan 1958, Petrov 1962, Taliaferro a
Taliaferro 1964). V uvedené skutecnosti spa-
tfujeme mozné vysvétleni nami zjiSténého fe-
noménu opozdéného vylucovani.

Vedle druhovych rozdila ve vylucovani cizo-
rodych protilatek je zndma z literatury zavis-
lost aktivni imunitni odpovédi na véku (Nossal
a Larkin 1958). Nami pouZzitd zvifata vSech tfi
druhti byla zhruba ve stejném vékovém obdobi,
ve fazi dospivani, pfed ukoncéenim vyvinu.

U prasat, kde bylo pouzito homologniho séra,
byly vysledky obdobné jako u morcat a psu,
kde byla pouzita protilatka heterologni, coz
svédéi o spoleéném pri¢inném mechanismu —
zafeni — a o jeho prevladajicim vyznamu nad
charakterem protilatky.

Domnivame se, Ze naSe zjiS§téni vzhledem ke
tfem modelovym druhtim zvifat, ke ¢&tyfem
riznym systémim antigen-protilatka a Cty-
fem ruznym sérologickym metodam detekce a
kone¢né k prezkouSeni jak heterolognich, tak
homolognich protilatek jsou dostate¢né pru-
kaznd, prestoZe jsou v rozporu se zjiSténim
Hollingswortha (1950), ktery pouZil podstatné
nizsi efektivni davky zareni (vySSi radiorezi-
stence kralikli), a v rozporu s domnénkami
nékterych dalSich autort.

Je nutno zdUraznit, Ze z faktu nadmi zjiSté-
ného deldiho pretrvavani pasivnich protilatek
v ozafeném organismu nelze pfimo soudit na
jejich protek&ni schopnost. Déle pfetrvavajici
pasivni protilatky nemusi jeSté dostate¢né
chranit ozareny organismus pied infek¢énim
antigenem. NaSe pokusy in vitro sice sveédei
pro dobry efekt, avSak k jednoznatnému vy-
jadreni by byly potfebné pokusy s challengeo-
vanim pokusnych zvifat pfisluSnym infekénim
agens. Klemparskaja a spol. (1958), Petrov
(1962), Brown (1962) a dalsi soudi, ze k zajis-
téni protekéniho GEinku pasivnich protilatek
jsou nutné nékolikanasobna kvanta. Hale a Sto-
ner (1954) uvadéji sniZeni G¢inku antipneumo-
kokového séra u mySek po ozareni.

Vysvétleni tohoto faktu podéva Riha (1956),
ktery zjistil ve svych pokusech na ozérenych
mysich a na krysdch v uretanbarbitalovém
spanku, ze dochéziv obou pfipadech ke sniZeni
ucinnosti pasivné podanych protildtek. Usu-
zuje, 7e Géinnost antibakterialnich protilatek
neni dana jen vazbou s antigenem, Ze vSak za-
visi na stavu celkové reaktivity organismu. Na
avodni fazi — vazbu antigenu s protilatkou —
navazuje fada reakci organismu, které nakonec
rozhoduji o kone¢éném efektu protilatky. Jde
o zmény tkanové permeability a permeability
cévni bariéry s poruchou prestupu bilkovin,
zmény v mobilizaci fagocytt a hlavné snizZeni
baktericidni schopnosti fagocytujicich bunek
(v GemZz odporuje nazorim Benacerrafa —
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1960). Uzavird, Ze snizeni Gc¢innosti pasivnich
protilatek je dokladem aktivni Gcasti pfi pasiv-
ni antibakteridlni imunité a dikazem uzkého
vztahu mezi G¢inky protilatky a fyziologickym
stavem organismu.

Souhrn

Gamaglobulinové frakce psiho séra, podaného
Sestnacti morcéatiim ozafenym davkou LD 50/30
ze zdroje 60Co a Sestnicti neozarenym, byly
prokazatelné v séru obou pokusnych skupin za
18 hodin ve vrcholném titru. Destrukce tohoto
gamaglobulinu jako cizorodé bilkoviny byla
v organismu ozarenych zretelné€ opozdéna.

Vironeutralizacni protilatky proti viru he-
patitidy psl, obsaZené v psim séru, si zacho-
valy neutraliza¢ni G¢in in vitro v obou skupi-
nach. Zpomaleni Gbytku protilatky ze séra oza-
renych je souhlasné s ibytkem gamaglobulinu.

Polovina gamaglobulinu z podaného séra je
vylou¢ena neozarenymi morcaty osmy az de-
vaty den pokusu a dvacaty druhy den jiZ neni
gamaglobulin prokazatelny.

Ozarena skupina vyloucila 50 % gamaglobu-
linu mezi 9. a 10. dnem a k vymizeni doSlo az
26. den. V konecné fazi pokusu je rozdil 4 dny.

Pri obdobném pokusu, provedeném na psech,
nebyl podany konisky gamaglobulin prokazatel-
ny u kontrolnich, neozirenych jiz 17. den, za-
timco u skupiny psu celotélové ozarenych dav-
kou 600 r vymizel z krevniho séra teprve
24. den.

Na skupiné vepit byl sledovdn vliv ozédfeni
déavkou 510 r (LD 50/30) na vyludovani homo-
logniho hyperimunniho séra proti cervence
vepil. Bylo zjiSténo, Ze vylucovani je u ozare-
nych zpoZdéno o nékolik dni.

Zavér

Ve cCtyrech pokusech za pouziti tfi druhu
modelovych zvifat - morcat (32), pst (12) a
vepta (17) — s pouzitim ¢étyr rlznych séro-
logickych postup a Ctyf systému antigen -
protilatka bylo prokazano, zZe zvifata jsouci vé-
kové v ddobi dospivéni, ozafend davkou bliz-
kou LD 50/30 ze zdroje gama paprsku 60Co, vy-
luéuji pasivni protilatku (nebo gamaglobulin)
podanou bezprostfedné po expozici se signifi-
kantnim zpozdénim (fadové nékolik dni) proti
zvifatim neozatfenym. Je diskutovdn pravdé-
podobny mechanismus vzniku tohoto zpoZdéni.

Pasivné podané protilatky (nebo gamaglo-
tulin) se objevuji za stejnou dobu nebo poné-
kud opozdéné a ve stejném nebo ponékud niz-
§im titru v krevnim séru ozarenych i neozare-
nych. Podrzuji si stejny ucinek, prokazovany
in vitro, po zpétném ziskani ze séra ozarenych
zvirat.

Na podkladé literarnich Udaju je diskutovana
otdzka protekéniho Gc¢inku pasivnich protila-
tek u ozarenych.

Vyslovuji dik dr. ]J. Cupikovi za laskavé svoleni k uve-

rejnéni vysledk( jeho pokusd, s nimiZ mé vlastni bez-
prostredn& souviseji.
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