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VYLUČOVĂNÍ PASÍVNÍCH PROTILÁTEK Z ORGANISMU OZÁŘENÝCH ZVÍŘAT

IVO KUNSTÝŘ

Veterinární Výzkumné Středisko v Praze

Daleko největší pozornost byla až dosud vě-
nována otázkám vlivu Zářeni na imunogenezi.
Méně pozornosti Se Soustředilo kolem otázek
pasivní imunity. Hollingsworth (1950) studoval
destrukci Vpasivně podaných protilátek u menší
skupiny králíků. Zjistil, že ozáření paprsky X
v dávce 300 r neovlivní rychlost jejich vylu-
čování při podání 24 hodin po expozici. Ve vy-
lučování protilátek jsou Značné mezidruhové
rozdíly (Dixon 1952, podle Talmage 1955). Do-
ba, Za kterou Se sníží titr protilátek na polo-
vinu, je u člověka odhadována na 14 až 21 dní,
u myši na 1 až 2 dny. Průměrná doba nutná
k restituci po středně letálnich dávkách je
přitom odhadována u člověka na 63 dnů, Zatim-
co u myši na 30 dnů (Talmage 1955). Benacer-
raf (1960) sledoval vliv pasivní imunizace na
fagocytárni aktivitu retikuloendoteliálního sy-
Stému u ozářených Zvířat. Dokládá, že tato
aktivita může být pasivní imunizací Zvýšená.
Aleksejevová (1958) nezjistila změny Ve vý-
vinu Zánětlivé reakce u ozářených a pasivně
imunizovaných morčat, jimž aplikovala difte-
rické bakterie nebo difteric'ký toxin, oproti ne-
ozářeným. Petrov (1957) dospívá na základě
experimentů s pasivní antitoxickou protiteta-
novou imunitou u ozářených myši k názoru, že
léčebný účinek séra je u ozářených jedinců
Snížen. Rovněž Klemparskaja a Spol. (1958)
soudí, že při použití pasivní imunizace je nutno
počítat Se Snížením jejího ochranného efektu.
Toto Snížení je možno do Značné míry kom-
penzovat Zvýšením dávky séra. Vysvětlenívidí
ve Změnách reaktivnosti organismu, potlačení
přirozené imunity a Zvýšení počtu Zárodků.
Přitom Se domnívají, že doba cirkulace proti-
látky v krvi a rychlost vylučování se výrazně
nemění. A '

Závěrem kapitoly o pasivní imunitě konsta-
tuji, že Stav pasivní imunity při nemoci z ozá-
ření není dostatečně probádán a vyžaduje dal-
ší Studie. - `

Cílem naší práce bylo Zjistit, Zda Se Sku-
tečně doba vyloučení pasivně podaných proti-
látek a imunních globulinů u ozářených v pod-
Statě nemění, jak uvádějí citovani autoři. Kro-
mě toho jsme Sledovali dobu, kdy Se protilátka
po intraperitoneálnim podání objevi v krevním
Séru a zda Si po určité době cirkulace v ozáře-
ném organismu podržuje v sérologických reak-
cich in vitro Svůj Specifický účin.

Materiál a metodiky

Zvířata. Do pokusů bylo vzato celkem 32
morčat (Váhy 350-400 g), 12 psů (Ve váze ko-
lem 20 kg) a 17 prasat (Ve váze 25-30 kg),
tvořících vždy dvě skupiny. Prvni skupina byla
ozářena a druhá, neozářená, Sloužila Za kon-
trolu.

Zdroj Zářeni. Ve všech případech byla Zvi-
řata ozařována Ze Stabilniho Zdroje 60Co tak,
aby účinná dávka byla kolem LD 50/30. Dávka
byla stanovena na podkladě předběžného bio-
logického otestováni zdroje v předpokusech a
kontrolována hematologicky. Podle dodatečné
dozimetrické kontroly Se pro morčata pohybo-
Vala kolem 300 r, pro psy byla 600 r a pro pra-
Sata 510 r.

Pasivně podané protilátky. Jako protilátka
bylo morčatům podáno intraperitoneálně re-
konvalescentni psi sérum po prodělané Rubar-
thově hepatitidě v množství 2 ml. Sérum vyka-
Zovalo před podáním titr komplementfixačnich
protilátek 160-320. Psům byl intravenózně
podán. koňský gamaglobulin jako modelový
nosič protilátek v množství 0,5 ml 2,50/0 roz-
toku na 1 kg. Vepřům bylo injikováno do re-
troaurikulárniho vaziva homologni hyperimun-
ni protičervenkové sérum v množství 35 ml
na kus. Ve Všech případech následovalo podání
Séra osahujiciho protilátky, resp. gamaglobu-
linu ihned po ozáření.
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Způsoby jejich detekce. Gamaglobulinová
frakce psího séra byla prokazována ve Směs-
ných vzorcích morčecí krve pomocí antigama-
globulinového králičího séra metodou dvojité
precipitace v agaru podle Ouchterlonyho (Šou-
rek 1958). Kromě toho byly vlastní protilátky
proti viru hepatitidy pSů pozorovány v týchž
vzorcích krve pomocí vironeutralizačního tes-
tu na tkáňových kulturách Z ledvinných bu-
něk psa. Vironeutralizační test byl používán
jako barevný test (color-test), to znamená, že
epiteliální buňky tkáňové kultury byly infi-
kovány již při jejím zakládání. Aplikované Sé-
rum neutralizovalo 1000 TK ID-50 viru v ředě-
ní 1 : 142. V color-testu bylo užito 2. Subkultury
epiteliálních buněk psí ledviny a 1000 ID-50 viru
(III. pasáž na TK). Vyšetřované Sérum bylo in-
aktivováno a ředěno 1 :10 k vyloučení nespeci-
fické inhibice viru normálním morčecím Sé-
rem. Použitý kmen viru Rubarthovy hepatitidy
byl izolován Čupíkem v roce 1957 a adaptován
na TK.

Koňský gamaglobulin podaný psům byl v je-
jich Séru pr-okazován testem Spotřeby komple-
mentu (Chud-omel a Spol. 1959). Tato metoda
umožňuje detekovat velmi malá kvanta anti-
genu, v daném případě gamaglobulinu, na prin-
cipu vazby přidaného, přesně známého kvanta
komplementu na precipitující komplex anti-
gen - protilátka. Výsledek Se hodnotí podle
množství volného nevyvázaného komplementu,
který nebyl v průběhu reakce vychytán mikro-
Skopickým precipitátem. Jeho množství Vyjad-
řujeme čtyřkřížkovou Stupnicí, přičemž rozdíl
o dvě zkumavky (1 MHD kompl.) mezi úplnou
hemolýzou v pokusné a kontrolní řadě zkuma-
vek hodnotíme +, rozdíl o tři zkumavky + +“,
o 4 Zkumavky + + + a o 5 Zkumav'ek + +++.

U vepřů bylo homologní hyperimunní sérum
prokazováno rovněž in vitro jako ba-ktérie
aglutinující a imobilizující protilátky pomocí
tzv. růstové zkoušky (Wachstumsprobe, ESCA
test), popsané původně Wellmannem (1955) a
modifikované Hubrigem (1960) a Kucserou
(1961). Použili jsme Kuscerovy metody S menší
modifikací: Do řady zkumavek s ředěním séra
(sérum + bujón) se přidá kapka bujónové kul-
tury testovacího kmene Erysipelothrix insidio-
sa. Pomnožení případné kontaminující mikro-
flóry brání azid sodný přidaný do koncentrace
1 :2000 a krystalvioleť v koncentraci 1 :400 000
v ředidle, tj. v bujónu. Nejsou-li přítomny spe-
cifické protilátky, pomnožené mikroby vytvoří
po 24hodinové inkubaci difúzní zákal. V pří-
tomnosti specifických protilátek vytvoří imo-
bilizovaná a zaglutinovaná mikrobní těla vloč-
kovitý Sediment, nad nímž zůstává bujón čirý.

Protože jak negativní, tak pozitivní Zkou-
šené Sérum podporovalo do jisté míry růst
testovacího mikroba, pokusili jsme Se alespoň
částečně vyrovnat kvantum namnožených mi-
krobů v různých zkumavkách a Zvýšit Spo-
lehlivost odečítání tím, že jsme do každé Zku-
mavky, včetně kontrolní, přidávali po kaˇpce
telecího inaktivovaného séra. Tím jsme docílili,
že mikroby rostly i ve vyšších ředěních řady
zkumavek.

Originální testovací kmen, označený „Ma-
rienfelde“, nám laskavě poskytl pr'of. Well-
mann.

Vzorky krve byly odebírány technikou po-
psanou u nás Hajdú (1957) v intervalech: čtvr-
tý, Sedmý, čtrnáctý, jedenadvacátý a osmadva-
cátý den.

Graf 1. Destrukce cz'zorodé bílkoviny v Organismu neozářených a Ozăřených morčat
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Graf 2. Titr vironeutralizačnich protilátek v séru morčat ozářených a neozářených v Závislosti na čase [color-test]
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Výsledky

Za 18 hodin bylo podané psí sérum proka-
Zováno jako gamaglobulinová frakce V mor-
čecím Séru jak ozářených, tak neozářených
v titru vyšším než 1 : 32. Sedmý den začíná po-
kles titru pod 1 :32 Současně u obou Skupin.
V následujících dnech Se. vylučování u ozářené
Skupiny Zřetelně Zpožd'uje proti Skupině kon-
trolní. Pokus je Znázorněn na grafu 1.

Na týchž morčatech byla další metodikou —
vironeutralizačním testem prokazována Vlastní
účinná frakce 'psího Séra —— neutralizační proti-

Graf 3. Hladina koňského gamaglobulinu v sěru psů
ozářených a neozářených v Závislosti na čase
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látka proti viru hepatitidy. Výsledek je ZnáZor-
něn na grafu 2, kde 100 0/0 Znamená, že virus
v dávce 1000 TK ID-50 byl neutralizován ve
všech 6 Zkumavkách a obdobně 50 0/0 v polovině
Založených Zkumavek, tj. ve třech.

Z průběhu křivek na grafu 1 a 2 vyplývá,
že jak gamaglobulinová frakce psího Séra, tak
vironeutralizační protilátky klesly Z detekova-
ného maxima na 50 0/0 v Séru neozářených mor-

Graf 4. Hladina protilátek inhibujicich růst Erysipelo--
thrix insidiosa v krevním séru ozářených a neozářených

vepřů
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čat přibližně ve Stejnou dobu, mezi 8. a 9.
dnem. Ozářená morčata vyloučila gamaglobuli-
novou frakci na 50 0/0 původní hladiny poněkud
později, mezi 9. a 10. dnem (graf 1). Vironeu-
tralizační protilátky klesly V séru ozářených
morčat na 50 O/0 původní hladiny mezi 10. a 11.
dnem. Terzminální části obou křivek Vna grˇaful
vykazují již rozdíl několika dni. Tento rozdíl
Znázorňuje zřetelně opožděné vylučování ga-
maglobulinu Ze Séra ozářených morčat.

Jak je vidět Z grafu 5, liší se hladina hetero-
logního (koňského) gamaglobulinu v séru ozá-
řených psů (přerušovaná čára) proti neozáře-
ným (plná čára) již v Začátku Svou dynami-
kou: opožd'uje Se a nedosahuje takové výše jako
u kontrol. Pokles nastává. Z menšího dosaže-
ného maxima u ozářených dříve, avšak p-ovlov-
něji. Zatímco Se organismus neozářených psů
zbavil pasivně podaného gamaglobulinu Za 17
dni, trvalo 24 dní, než vymizely Z krve ozáře-
ných psů jeho detekovatelné Stopy.

Přehled o výsledcích pokusu na prasatech
podává graf 4.

Zatímco u ozářených prasat bylo 28. den po
podání Zjištěno ještě 36 O/0 Z celkového nejvyš-
šího zjištěného titru protilátek, neozáře'ná pra-
sata podanou protilátku do 28. dne Zcela vylou-
čila. Strmý pokles křivky neozářených mezi 14.
a 21. dnem dává tušit, že k úplnému vyloučení
protilátek došlo pravděpodobně ještě dříve než
28.den.

Diskuse

Na podání pasivní protilátky je možno po-
hlížet do jisté míry jako na antigenní podnět.
V našem případě jde o primární antigenní pod-
nět, nebot' imunizovaná Zvířata Se S daným anti-
genem, tj. 'pasivně podanou protilátkou, dříve
nesetkala. Organismus se snaží vpravenou, at'
již heterologní nebo homologní bílkovinu od-
Stranit. Na antige-nní podnět odpovídá Sám
aktivní obranou, Zahrnující tvorbu vlastních
protilátek na antigen, V daném případě pasiv-
ně podanou protilátku. Je známo, že tvorba
protilátek trvá potud, pokud koluje v organis-
mu příslušný antigen.

K celému procesu vylučování cizorodého pro-
teinu je nutná aktivace obranných procesů,
které však jsou v našem případě u ozářených
organismů potlačeny. (Uvádíme „v našem pří-
padě“, nebot' Za jistých podmínek může půso-
bit pronikavá radiace na tvorbu protilátek p-od-
půrně _ viz Graham a spol. 1956, Ter-Pogos-
jan 1962, Morozovová 1965).

Ve všech našich pokusech jsme Se Snažili
dodržet Stejný interval mezi ozáře-'ním a apli-
kací protilátky: aplikovali jsme protilátku bez-
prostředně po expozici, respektive do dvou ho-
din po ozáření (u prasat). Dávka Záření byla
ve všech pokusech blízká LD 50/50.

I když existují mezidruhové rozdíly, které
v našem případě, kdy jsme použili tří různých
druhů Zvířat, hrají nepochybně roli, přesto lze
Souhrnně konstatovat, že antigen Zastihl vždy

organismus pokusného zvířete ve fázi Silné de-
prese schopnosti mobilizovat imunitní mecha-
nismy nutné k vyloučení pasivně podaných
imunních proteinů, respektive ve fázi silné ra-
diosenzitivity protilátkové Syntézy (Gengozian
a Makinodan 1958, Petrov 1962, Taliaferro a
Taliaferro 1964). V uvedené Skutečnosti Spa-
třujeme možné vysvětlení námi zjištěného fe-
noménu opožděného vylučování.

Vedle druh-ových rozdílů ve vylučování cizo-
rodých protilátek je Známa Z literatury Závis-
lost aktivní imunitní odpovědi na věku (Nossal
a Larkin 1958). Námi použitá Zvířata všech tři
druhů byla Zhruba Ve Stejném věkovém období,
ve fázi dospívání, před ukončením vývinu.

U prasat, kde bylo použito homologního Séra,
byly výsledky obdobné jako u morčat a psů,
kde byla použita protilátka heterologni, což
Svědčí o Společném přičinném mechanismu —
záření _ a o jeho převládajícím významu nad
charakterem protilátky.

Domníváme se, že naše zjištění vzhledem ke
třem modelovým druhům Zvířat, ke čtyřem
různým Systémům antigen-lprotilátka a čty-
řem různým Sérologickým metodám detekce a
konečně k přezkoušení jak heterologních, tak
homologních protilátek jsou dostatečně prů-
kazná, přestože jsou v rozporu Se zjištěním
Hollingswortha (1950), který použil podstatně
nižší efektivní dávky záření (vyšší radiorezi-
Ste-nce králíků), a v rozporu s domněnkami
některých dalších autorů.

Je nutno Zdůraznit, že Z faktu námi Zjiště-
ného delšího přetrvávání pasivních protilátek
v ozářeném organismu nelze přímo soudit na
jejich protekční Schopnost. Déle přetrvávajicí
pasivní protilátky nemusí ještě dostatečně
chránit ozářený organismus před infekčním
antigenem. Naše pokusy in vitro sice svědčí
pro dobrý efekt, avšak k jednoznačnému vy-
jádření by byly potřebné pokusy S challengeo- '
váním pokusných zvířat příslušným infekčním
agens. Klemparskaja a Spol. (1958), Petrov
(1962), Brown (1962) a další Soudí, že k Zajiš-
tění protekčˇního účinku pasivních protilátek
jsou nutná několikanásobná kvanta. Hale a Sto-
ner (1954) uvádějí Snížení účinku antipneumo-
kokového Séra u myšek po ozáření.

Vysvětlení tohoto faktu podává Říha (1956),
který zjistil ve svých pokusech na ozářených
myších a na krysách v uretanbarbitálovém
spánku, že docházívobou případech ke snížení
účinnosti pasivně podaných protilátek. Usu-
zuje, že účinnost antibakteriálních protilátek
není dána jen vazbou S antigenem, že však Zá-
visí na Stavu celkové reaktivity organismu. Na
úvodní fázi — vazbu antigenu S protilátkou —
navazuje řada. reakcí organismu, které nakonec
rozhodují o konečném efektu protilátky. Jde
o změny tkáňové p-ermeability a permeability
cévní bariéry s poruchou přestupu bílkovin,
změny v mobilizaci fagocytů a hlavně .snížení
baktericidní schopnosti fag-ocytujícich buněk
(v- čemž odporuje názorům Benacerrafa —
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1960). UZaVirá, že Snížení účinnosti pasivních
protilátek je dokladem aktivni účasti při pasiv-
ní antibakteriální imunitě a důkazem úzkého
vztahu mezi účinky protilátky a fyziologickým
stavem organismu.

Souhrn“

Gamaglobulinové frakce psího Séra, podaného
Šestnácti morčatům ozářeným dávkou LD 50/50
ze Zdroje 6000 a šestnácti neozářeným, byly
prokazatelně v Sěru obou pokusných -skupin Za
18 hodin ve vrcholněm titru. Destrukce tohoto
gamaglobulinu jako cizorodé bílkoviny byla
v organismu ozářených Zřetelně opožděna.

Vironeutralizační protilátky proti viru he-
patitidy psů, obsažené v psím Sěru, Si zacho-
valy neutralizačni účin in Vitro v obou Skupi-
nách. Zpomalení úbytku protilátky Ze Séra ozá-
řených je Souhlasně S úbytkem gamaglobulinu.

Polovina gamaglobulinuvz podaného Séra je
vyloučena neozářenými morčaty osmý až de-
vátý den pokusu a dvacátý druhý den již Inení
gamaglobulin prokazatelný.

Ozářená Skupina vyloučila 50 O/0 gamaglobu-
linu mezi 9. a 10. dnem a k vymizení došlo až
26. den. V konečné fázi pokusu je rozdíl 4 dny.

Při obdobném pokusu, provedeném na psech,
nebyl podaný koňský gamaglobulin prokazatel-
ný u kontrolních, neozářených již 17. den, za-
timco u skupiny psů celotělově ozářených dáv-
kou 600 r Vymizel z krevního séra teprve
24.den.

Na skupině vepřů byl Sledován vliv ozáření
dávkou 510 r (LD 50/50) na vylučování homo-
logniho hyperimunního séra proti července
vepřů. Bylo Zjištěno, že vylučování je u ozáře-
ných zpožděno o několik dni.

Závěr

Ve čtyřech pokusech Za použití tři druhů
modelových Zvířat - morčat (52), psů (12) a
Vepřů (17) — S použitím čtyř různých sěro-
logických postupů a čtyř Systémů antigen -
protilátka bylo prokázáno, že zvířata jsouci vě-
kově v údobí dospívání, ozářená dávkou blíz-
kou LD 50/50 ze Zdroje gama paprsků 60C0, vy-
lučuji pasivní protilátku (nebo gamaglobulin)
podanou bezprostředně po expozici se Signifi-
kantním Zpožděním (řádově několik dni) proti
Zvířatům neozářeným. Je diskutován pravdě-
podobný mechanismus Vzniku tohoto zpoždění.

Pasivně podané protilátky (nebo gamaglo-
bulin) VSe objevují Za stejnou dobu nebo poně-
kud opožděně a ve Stejˇném nebo poněkud niž-
Ším titru V krevním Sěru ozářených i neozáře-
ných. Podržují si Stejný účinek, prokazovaný
in vitro, po Zpětném Získání Ze Séra ozářených
Zvířat.

Na podkladě literárních údajů je diskut-ována
otázka protekčního účinku pasivních protilá-
tek u ozářených.

Vyslovuji dík dr. I. Čupikovi Za laskavě Svolení k uve-
řejnění Výsledků jeho pokusů, S nimiž mě vlastní bez-
prostředně SOuviSeji.
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